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RESUMO
A injeção intraplantar ( i .p l . )  de glutamato produz uma resposta nocicept iva
de iníc io rápido, proporcional  à dose apl icada, que aparentemente não sofre
inf luência do pH e está associada a formação de edema, causado pelo aumento
do extravasamento plasmát ico.  O pré-tratamento dos animais com Chicago sky
blue 6B ( in ibidor da captação de glutamato) aumentou signi f icat ivamente a
potência do glutamato para induzir  a resposta nocicept iva,  sem al terar o edema
de pata.  O tratamento dos animais com antagonistas selet ivos de receptores
glutamatérgicos ionotrópicos NMDA (MK 801),  cainato (NBQX), AMPA (SYM
2206),  metabotrópicos (E4CPG) ou ainda, do sí t io de l igação da gl ic ina associado
ao receptor NMDA (felbamato),  através da via i .p l . ,  in ibiu signi f icat ivamente a
nocicepção induzida pelo glutamato. No entanto,  somente o antagonista de
receptores cainato,  NBQX, fo i  capaz de in ib i r  o edema causado pelo glutamato.  O
inibidor da óxido nítr ico sintase, L-Nw -ni t ro-arginina (L-NOARG), administrado
através da via intraper i toneal  ( i .p.)  ou i .p l . ,  preveniu a nocicepção causada pela
injeção de glutamato, mas o edema de pata foi  d iminuído apenas quando o
inibidor fo i  administrado através da via i .p.  Essa in ibição foi  revert ida pelo pré-
tratamento dos animais com L-arginina, mas não com D-arginina. O S-n i t roso-N -
acet i l -D,L-penic i lamina (SNAP),  doador de óxido ní t r ico,  administrado i .p l . ,
potencial izou a nocicepção e o edema induzidos pela in jeção de glutamato. Além
disso, a administração i .p l .  de doses crescentes de glutamato causou aumento
proporcional  da quant idade de ni t r i to no exsudato das patas.  A co- in jeção i .p l .  do
antagonista selet ivo de receptores de neurocininas (NK) NK2 (SR 48968) e,  em
menor escala, do receptor NK1 (FK 888) in ibiu signi f icat ivamente a nocicepção
induzida pelo g lutamato.  Ao contrár io,  o antagonista selet ivo de receptores NK3
(SR 142801) ou do receptor para o peptídeo relacionado ao gene da calc i tonina
(CGRP, o CGRP 8 - 3 7)  não foi  capaz de in ibir  a nocicepção causada por glutamato.
Além disso, o SR 48968, ao contrário do FK 888, SR 142801 ou CGRP 8 -37 ,  in ib iu
signi f icat ivamente o edema induzido por g lutamato.  A co-administração i .p l .  do
antagonista selet ivo de receptores B1 para cininas, des-Arg 9 - [Leu8]-BK, mas não
de receptores  B2,  HOE 140, com glutamato, também inibiu a nocicepção, sem
alterar o edema induzido por glutamato. O tratamento neonatal  com capsaicina foi
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capaz de in ib i r  a nocicepção e,  em uma menor proporção, o edema induzidos por
glutamato em animais adultos.  A nocicepção ou o edema causados pela in jeção
i.pl .  de glutamato não foram alterados pelo tratamento dos animais com fucoidina,
um inibidor de select inas. Após 15 min da in jeção i .p l .  de glutamato não houve
aumento s igni f icat ivo da at iv idade de mieloperoxidase nem indução do fator
nuclear k B. A anál ise histo lógica das patas t ratadas com glutamato i .p l .  mostra
que ocorreu pouca migração celular ,  edema moderado e congestão vascular
nesse tecido.
Conclui-se,  portanto,  que a nocicepção causada pela in jeção i .p l .  de
glutamato em camundongos envolve a at ivação de receptores glutamatérgicos
ionotrópicos e metabotrópicos,  através de mecanismo que depende da at ivação
da via L-arginina/óxido nítr ico.  Além disso, a nocicepção causada pelo glutamato
parece ser mediada por f ibras sensor iais sensíveis à capsaic ina e pela l iberação
de neurocininas, atuando pr incipalmente em receptores NK 2 e em menor extensão
em NK 1.  As c in inas atuando em receptores B1,  mas não B2,  também part ic ipam da
resposta nocicept iva induzida pela in jeção i .p l .  de glutamato em camundongos.
Por outro lado, o edema de pata associado com a resposta nocicept iva após
injeção i .p l .  de glutamato parece ser mediado pela at ivação de receptores
cainato, com envolvimento das neurocininas atuando em receptores NK 2,  e
est imulação de f ibras sensor ia is sensíveis a capsaic ina.  Finalmente,  o óxido
nítr ico também part ic ipa das ações edematogênicas do glutamato.
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11. INTRODUÇÃO
“Maíra olhou para sua perna ausente e disse para a mãe: dói ali. Prontamente,
dona Regilda pôs-se a massagear os dedos invisíveis da filha, que estavam
indo para fora da cama. A perna esquerda de Maíra era assim. Uns dias ela
estava curta, com seu pé ocupando o lugar da coxa. Em outros ela se
encompridava, toda elástica, e ia para fora da cama. O que não mudava era a
dor. Aguda, constante, implacável. Que nem a morfina dera conta. Era a Dor
Fantasma. Ela aprendera esse nome com os médicos. E o achou inexato. A
perna, amputada, podia ser fantasma. Mas a dor não era não.”1 (Macca, 2001).
Dentre os diversos s istemas de “v ig i lância”  da homeostase do organismo, a
dor tem papel  de destaque por despertar nossa atenção imediatamente.  Além de
despertar,  retém nossa atenção até que o ponto sensível  tenha sido ident i f icado e
o evento que está desencadeando a lesão, ou represente r isco,  tenha s ido
afastado (Wal l ,  1999).  À medida que crescemos e nos tornamos mais exper ientes,
as reações clássicas de 1) remover o est ímulo lesivo, 2) adotar uma postura que
l imite novas lesões e ot imize a recuperação e 3) buscar segurança, al ív io e cura
em resposta à dor,  tornam-se mais sut is,  e laboradas e sof ist icadas. Desse modo,
a função básica e fundamental  da dor é “avisar“ que algo está ameaçando nossa
sobrevivência e/ou bem estar e,  c l in icamente,  é um sintoma importante para
permit i r  a aval iação do surgimento ou evolução de diversas doenças. Apesar de
seu caráter “benéf ico”,  em alguns casos a dor pode causar mais desconforto que
a própr ia desordem sinal izada por ela.  Quando a dor realmente se instala,  nossa
atenção é completamente monopol izada e nada mais parece exist i r  além dela.
                                                
1 Ma í ra  Mo r to re l l i  de  Ma t t os  t eve  a  pe rna  e  me tade  da  bac i a  ampu tados  em v i r t ude  de  um
s a r c o m a  ó s s e o ,  e m  2 0 0 1 .
2O concei to c lássico,  def in ido pelo Comitê de Taxonomia da Associação
Internacional para o Estudo da Dor,  é que a dor ser ia uma exper iência sensor ia l  e
emocional desagradável,  associada a uma lesão tecidual  atual  ou potencial ,  ou
descr i ta em termos de ta l  lesão.  O mesmo Comitê considera,  atualmente,  que a
dor é sempre subjet iva. Cada indivíduo aprende a apl icação da palavra através
de experiências relacionadas a lesões sofr idas durante o crescimento (Merskey,
1991).  Do mesmo modo que o descr i to para as outras sensações pr imárias como
tato,  paladar,  v isão e audição, a dor não precisa ser aprendida para que possa
ocorrer.  Entretanto,  sua percepção envolve fatores ambientais,  cul turais,
espir i tuais,  psicológicos,  sociais,  e,  pr incipalmente,  sua interpretação e
signi f icação como sofr imento total  serão desenvolv idas por associações posi t ivas,
negat ivas e contextuais de cada experiência indiv idual  (Anand e Craig,  1996).
Quanto à duração, existem três t ipos pr incipais de dor.  A “dor transitór ia”,
provocada pela at ivação de nociceptores 2 na pele ou outro tecido, mas não
acompanhada de lesão, cuja função básica é proteger o homem de lesões f ís icas
que possam ser provocadas por agentes do ambiente ou simplesmente informar
sobre deformações de tecidos corporais que poderiam or iginar uma lesão. Outro
t ipo é a “dor aguda”,  provocada pela est imulação dos nociceptores em resposta à
lesão de algum tecido corporal .  Se esta persist i r  durante a recuperação da lesão,
o que pode demorar alguns dias ou semanas, já não é mais classi f icada como
aguda, é considerada então “dor crônica”,  o terceiro t ipo de dor.  Do mesmo modo
que a aguda, a dor crônica também se or ig ina de lesões ou doenças,  e pode
permanecer mesmo depois da recuperação do paciente.  A lesão também pode
                                                
2 Noc i cep to r :  neu rôn io  senso r i a l  p r imár i o  a t i vado  po r  um es t ímu lo  capaz  de  causa r  l esão
tec idua l  ( Ju l i us  e  Basbaum,  2001 ) .
3exceder a capacidade de recuperação do corpo, como pela perda de um membro,
caso descr i to no pr imeiro parágrafo da introdução, quando há reparo da lesão
primária,  mas a dor permanece (Loeser e Melzack, 1999).
O tecido que recebe a maior parte dos est ímulos nocicept ivos é a pele;  é
ela que fornece a maior ia das informações nocicept ivas (dolorosas, que são
resul tantes de lesões ou que poder iam causar lesões) per i fér icas ao s istema
nervoso central .  Em 1920, Head publ icou o pr imeiro art igo cientí f ico que
descrevia dois s istemas de f ibras aferentes:  um impl icado na sensibi l idade tát i l  e
na ident i f icação dos estímulos térmicos, e outro envolvido com as sensações
resultantes de est imulação nocicept iva (Besson e Chaouch, 1987). De fato, na
camada epidermal da pele existem f ibras aferentes de pequeno diâmetro
responsáveis por conduzir  as sensações de pressão intensa, calor  nocicept ivo ou
irr i tantes químicos ao sistema nervoso central  e também outras f ibras,  de
diâmetro maior,  responsáveis por conduzir  sensações inócuas como toque ou
leves var iações da temperatura.  Seus axônios podem ser miel in izados ou não e
são envol tos por células de Schwann, que correspondem per i fer icamente aos
ol igodendróci tos e servem para proteção, suporte,  fonte de nutr ientes,  auxí l io no
reparo, regulação do pH e do balanço iônico nas proximidades dos neurônios
sensoriais (Raine, 1994; Mi l ler  et  al . ,  2002).  As células de Schwann também
possuem at iv idade secretór ia,  podendo l iberar c i tocinas,  aminoácidos exci tatór ios
e ATP, que modulam a transmissão de estímulos sensoriais (Jeft in i ja e Jeft in i ja,
1998; I rnich et  al . ,  2001).  As f ibras aferentes pr imárias cutâneas podem ser
classi f icadas,  de acordo com seu diâmetro,  estrutura e velocidade de condução,
essencialmente em três t ipos: 1) C, f inas (0,4 a 1,2 mm de diâmetro),  não
miel in izadas e de condução lenta (0,5 a 2,0 m/s);  2) Ad ,  médias (2 a 6 mm de
4diâmetro),  miel inizadas e de condução intermediár ia (12 a 30 m/s) e 3) Ab ,
espessas (mais de 10 mm de diâmetro) ,  miel in izadas e de condução rápida (30 a
100 m/s) (Mi l lan,  1999).  Na pele,  a proporção entre esses t rês t ipos de f ibras é
de 70,  10 e 20% respect ivamente,  mas esses valores podem var iar  de acordo com
a espécie e região do corpo anal isada. As f ibras descr i tas acima respondem de
maneira di ferente aos estímulos inócuos e agressivos. Todas têm a capacidade
de transmit i r  informações não relacionadas com dor,  ou seja,  não nocicept ivas,
mas somente as f ibras C e Ad  t ransmitem informações exclusivamente
nocicept ivas em condições normais (na ausência de lesões teciduais ou
nervosas).  Nas mesmas condições,  as f ibras Ab  respondem somente ao toque,
v ibração, pressão e outros t ipos de est imulação sensor ia l  que não sejam
nocicept ivos,  como estímulos mecânicos de baixa intensidade (Mi l lan,  1999).
Exis tem duas c lasses pr inc ipais  de nociceptores do t ipo Ad ,  sendo que
ambas respondem à est imulação mecânica de al ta intensidade e podem ser
di ferenciadas por sua responsiv idade ao calor ou pelos efei tos que uma lesão
pode causar sobre elas.  O t ipo I  é at ivado por est ímulos mecânicos de al ta
intensidade. Dentro da escala nocicept iva,  tem condutância rápida e responde
fracamente a est ímulos térmicos de baixa ou al ta intensidade e a est ímulos
químicos. Entretanto,  quando ocorre a sensibi l ização 3 devido à est imulação
térmica repet i t iva ou lesão tecidual ,  esses mecanoceptores começam a responder
a est ímulos térmicos de al ta intensidade, com respostas sustentadas, de longa
duração e latência demorada, ao contrár io do que ocorre com as f ibras do t ipo C,
que, nesses casos, apresentam uma diminuição da responsiv idade na pele glabra
                                                
3 A  sens ib i l i zação  é  ca rac te r i zada  po r  uma  d im inu i ção  no  l im ia r ,  r espos ta  aumen tada  a
es t ímu los  sup ra l im ia res  e  a t i v i dade  espon tânea  con t í nua  (Ra ja  e t  a l . ,  1999 ) .
5(desprovida de pêlos).  O t ipo I I ,  menos comum e de condutância mais lenta,
observado pr incipalmente na pele com pêlos de pr imatas,  tem um l imiar  menor
para est ímulos térmicos do que as f ibras Ad  do t ipo I ,  a lém de responder mais
rapidamente aos est ímulos (Mi l lan,  1999).  A maior ia dos nociceptores do t ipo C é
pol imodal,  isto é,  responde tanto a estímulos térmicos quanto a estímulos
mecânicos,  a lém de responder a est ímulos químicos i r r i tantes,  como ácidos ou
capsaicina, a substância responsável pela pungência da pimenta. Algumas f ibras
do t ipo C são insensíveis a est ímulos mecânicos,  mas respondem a est ímulos
térmicos de al ta ou baixa intensidade (Jul ius e Basbaum, 2001).
Est ímulos nocicept ivos resul tam na l iberação local  de diversos mediadores
químicos, que medeiam, faci l i tam ou ainda atenuam a transmissão da informação
ao s istema nervoso centra l .  Após a lesão tecidual ,  esses mediadores podem ser
l iberados pelos neurônios sensor iais e s impát icos e por células não neuronais
como plaquetas,  células sangüíneas, mastóci tos,  células endotel ia is,  f ibroblastos
e células de Schwann, sem considerar um quadro crônico,  quando também
part ic ipam da transmissão nocicept iva mediadores l iberados a part i r  de células
inf lamatór ias (Besson, 1997).  Neurotransmissores e neuromoduladores como a
substância P (SP), tr i fosfato de adenosina (ATP), óxido nítr ico (NO),
prostaglandinas (PGs),  neuropeptídeo Y, colecistocinina, neurotrof inas ( fatores
de crescimento neural) ,  bombesina,  peptídeo relacionado ao gene da calc i tonina
(CGRP), opióides, adenosina, somatostat ina, acet i lcol ina,  prótons, adenosina,
bradic in ina,  h istamina, serotonina, g lutamato e outros aminoácidos exci tatór ios
(AAEs) podem ser l iberados de diversas fontes após um estímulo capaz de gerar
lesão tecidual ( f igura 1) (Guir imand e Le Bars, 1996; Besson, 1997; Coggeshal l  e
Carlton, 1997; Besson, 1999; Mil lan, 1999; Raja et al . ,  1999).
6Figura 1 – Sumário esquemático mostrando alguns neurotransmissores e seus
receptores presentes em terminais per i fér icos de f ibras nervosas nocicept ivas
aferentes. Os terminais per i fér icos cutâneos foram aumentados
desproporcionalmente.  Evidências da presença de l igantes/receptores nos
terminais per i fér icos foram obt idas a part i r  de estudos anatômicos,
eletrof is io lógicos e farmacológicos.  Os l igantes podem ser c lassi f icados de
acordo com a sua or igem em a) de fontes não neuronais (exemplos:  células da
pele,  vasos ou inf lamatór ias) e b) de terminais nervosos. Os receptores nos
terminais nervosos per i fér icos podem ser at ivados por l igantes de fontes não
neuronais ou por f ibras viz inhas, de maneira autócr ina (1) ou parácr ina (2).  SP =
substância P; PGs = prostaglandinas; NPY = neuropeptídeo Y; NTFs =
neurotrof inas;  CCK = colecistocinina; CGRP = peptídeo relacionado ao gene da
calc i tonina;  AAEs = aminoácidos exci tatór ios;  ATP = t r i fosfato de adenosina; NO
= óxido ní tr ico;  GABA = ácido g -aminobutír ico; ACh = acet i lcol ina; PGE2 =
prostaglandina E2;  BK = bradic in ina;  5HT = serotonina;  H = histamina. Adaptado a
part ir de Raja, et al. ,  1999.
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7Os mediadores químicos l iberados após diversos t ipos de est ímulos
nocicept ivos fazem com que a informação sensor ial  seja levada, através das
f ibras aferentes,  ao s istema nervoso central  para que este a processe e responda
adequadamente em cada si tuação. In ic ia lmente,  os impulsos nocicept ivos são
recebidos pela medula espinhal ,  mais precisamente pelo seu corno dorsal ,  que é
a área pr imár ia de recebimento da maior ia das informações somatosensor ia is
(Coggeshal l  e Carl ton, 1997).  O corno dorsal  da medula espinhal  é uma estrutura
div id ida em lâminas,  com base na sua c i toarqui tetura,  sendo que cada lâmina se
caracter iza por receber t ipos di ferentes de informações ( f igura 2).  Nociceptores
aferentes pr imár ios C e Ad  têm suas terminações pr incipalmente nas lâminas
superf ic iais,  mas também em lâminas mais profundas do corno dorsal  da medula
espinhal ,  onde l iberam diversos neurotransmissores. Vár ios estudos mostram que
a maior ia das f ibras associadas com a transmissão nocicept iva terminam na
lâmina I  (zona marginal)  e I I  (substância gelat inosa).  Alguns estímulos
somatosensor iais provenientes da pele,  músculos ou vísceras também são
capazes de chegar à medula espinhal  através do corno ventral  (Besson e
Chaouch, 1987).  Muitos neurônios do corno dorsal  se projetam para o tá lamo
através de dist intas v ias como as clássicas -  t rato espinotalâmico, os di ferentes
componentes do trato espinoret icular- ,  o t rato espinocervicotalâmico, as f ibras
pós-sinápt icas da coluna dorsal  e o t rato nocicept ivo v isceral  que se dir ige à
coluna poster ior  (Besson, 1999).  A part i r  de di ferentes núcleos do tá lamo, os
sinais são transmit idos para diversas áreas do córtex sensor ia l  somát ico,
substância c inzenta per iaquedutal ,  h ipotálamo, amígdala e cerebelo,  onde a
informação do presente contexto é integrada com exper iências do passado e
8processada para produzir  a percepção da dor e/ou provocar a resposta que é
enviada à medula espinhal (Guyton, 1992; Craig e Dostrovsky, 1999).
Figura 2 – Diagrama esquemático mostrando a local ização das lâminas do corno
dorsal  da medula espinhal  que recebem as informações sensor ia is or iundas dos
terminais per i fér icos de f ibras nervosas nocicept ivas aferentes.  Adaptado a part i r
de Craig e Dostrovsky et al .  1999 e Doubel et al .  1999.
As cininas, bradic inina (BK) e cal id ina (CAL),  são peptídeos formados no
plasma e nos tecidos a part i r  da c l ivagem proteol í t ica dos c in inogênios de al to e
baixo peso molecular,  através da ação de ser ina proteases chamadas cal icreínas.
Os metaból i tos at ivos das cininas, des-Arg 9 -BK e des-Arg 1 0-CAL, são produto da
ação da cininase 1 (carboxipept idase) sobre a BK e CAL, respect ivamente.
Atuando nos receptores B1 e  B2,  acoplados à proteína G, as cininas estão
impl icadas em condições f is iopatológicas,  especialmente nos processos
inf lamatór ios e na indução da nocicepção (Cal ixto et  a l . ,  2000).  Com exceções
entre tec idos e espécies,  os receptores B1 não são expressos em condições
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9normais,  enquanto que os receptores B2 são const i tut ivos e amplamente
presentes em tecidos centrais e per i fér icos e parecem estar impl icados na
maior ia das ações f is io lógicas das c in inas.  Enquanto a BK e a CAL são os
agonistas preferencia is  dos receptores B2,  os metaból i tos at ivos,  des-Arg 9-BK  e
des-Arg 10-CAL, têm maior af in idade pelo receptor B1 (Couture e Lindsey, 2000).
Os receptores B1 são considerados re levantes no estágio crônico da inf lamação e
na hiperalgesia 4 (Campos et al . ,  1998; Cal ixto et al . ,  2000) e estão envolvidos
nas respostas nocicept ivas de or igem inf lamatór ia e neurogênica (Corrêa e
Cal ixto,  1993; Pesquero et al . ,  2000; Ferreira et  al . ,  2001).  Os receptores B1 e  B2
foram ident i f icados em terminações per i fér icas,  na medula espinhal  e nos
gângl ios da raiz dorsal  de roedores (Steranka et al . ,  1988; Couture e Lindsey,
2000; Levy e Zochodne, 2000; Ma et al . ,  2000; Wotherspoon e Winter,  2000). Os
receptores c in inérgicos,  assim como diversos outros encontrados em terminações
per i fér icas ta is como NK1 e glutamatérgicos metabotrópicos,  são acoplados à
proteína G. A at ivação da proteína Gs  promove aumento do nível  int racelular  de
AMPc, um importante regulador dos nociceptores.  A at ivação da proteína Gq at iva
a enzima fosfol ipase C (PLC), que gera inositol  1,4,5-tr i fosfato ( IP 3 ) e
diaci lgl icerol (DAG). O IP3 induz um aumento da concentração de cálc io
intracelular e o DAG at iva a proteína quinase C (PKC). A PKC, por sua vez,
também promove o aumento da concentração de cálc io intracelular  e at iva a
fosfol ipase A2 (PLA 2 )  c i tosól ica,  enzima fundamental  para a produção de
der ivados do ácido araquidônico.
                                                
4 A  h ipe ra lges ia  é  de f i n i da  como  um desv io  pa ra  a  esque rda  da  f unção  es t ímu lo - respos ta  que
re lac iona  a  magn i tude  da  do r  à  i n tens idade  do  es t ímu lo ,  ou  se ja ,  há  uma d im in iução  do  l im ia r
pa ra  p rovoca r  r espos tas  i nd i ca t i vas  de  noc i cepção  em an ima i s  ( Lev i ne  e t  a l . ,  1993 ;  Ra ja  e t  a l . ,
1999) .
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As prostaglandinas, produzidas tanto por células não neuronais quanto por
neurônios aferentes pr imários,  são substâncias geradas a part i r  do ácido
araquidônico l iberado dos fosfol ipídeos de membrana pela ação da enzima PLA 2.
Uma vez formado, o ácido araquidônico é convert ido nos prostanóides:
prostaglandinas e t romboxanos pela v ia da c ic looxigenase, leucotr ienos e ácidos
hidroxie icosatetraenóicos pela v ia da l ipoxigenase ou epóxidos l ipíd icos e dió is
através da via da epoxigenase (Cashman, 1996; Appleton, 1997).  Existem,
atualmente,  t rês t ipos de c ic looxigenases (COX) c lonadas e caracter izadas:  os
t ipos 1 e 3,  que são expressas const i tut ivamente,  e a do t ipo 2,  que é expressa
const i tut ivamente apenas em alguns tecidos e pode ter  sua expressão aumentada
em algumas condições. A COX-1 era considerada, até o úl t imo ano, a única
isoforma const i tut iva da enzima e está presente em prat icamente todos os t ipos
de células,  or ig inando prostaglandinas que exercem seus efei tos pr incipalmente
em condições f is io lógicas.  Dentre os processos f is io lógicos mais importantes
controlados pelos produtos da cic looxigenase-1 estão: c i toproteção
gastrointest inal ,  homeostase vascular e função renal (Needlemann e Isakson,
1997). A COX-2 é a isoforma induzida da enzima, ou seja, somente está presente
em condições normais em alguns tecidos como test ículos,  cérebro e pulmões
(Simmons et al . ,  1991).  Contudo, sua expressão pode ser drast icamente
aumentada após a exposição de células como f ibroblastos,  células de músculo
l iso ou endotél io a fatores de crescimento,  ésteres de forbol ,  c i tocinas e
endotoxinas bacter ianas. Recentemente,  Chandrasekharan e colaboradores
(2002) descreveram a cic looxigenase do t ipo 3 (COX-3),  uma enzima der ivada da
COX-1, que compart i lha diversas característ icas estruturais e todas as
característ icas catal í t icas com as COX do t ipo 1 e 2.  Assim como as outras duas,
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a terceira isoforma descoberta da enzima sintet iza prostaglandinas e desempenha
um papel importante na dor e febre, mas parece não ter part ic ipação na gênese
da dor inf lamatória. A COX-3 é sensível a drogas ant i inf lamatórias não
esteroidais (DAINES) que têm pouca ou nenhuma at iv idade sobre as COX do t ipo
1 e 2,  como por exempo o acetaminofen (paracetamol) ,  d ip i rona, d ic lofenaco,
aspir ina e ibuprofen (Chandrasekharan et  a l . ,  2002).  Subcelularmente,  a enzima
induzida (COX-2) é encontrada pr incipalmente no núcleo, havendo somente uma
pequena quant idade presente no ci toplasma; as enzimas const i tut ivas são
encontradas pr incipalmente associadas ao ret ículo endoplasmático (COX-1) e
l igadas à membrana plasmática (COX-3) (Miyamoto et al . ,  1976; Smith et al . ,
1994; Chandrasekharan et al . ,  2002).
Os produtos das cic looxigenases, pr incipalmente as prostaglandinas
(PGE 2,  PGD2,  PGI2,  PGF2a ) ,  provocam comportamento noci fensivo5 e  a lodin ia6
quando administradas espinhalmente,  e quando geradas após o est ímulo
nocicept ivo têm a propr iedade de aumentar a sensibi l idade dos nociceptores7 à
dor causada por substâncias como histamina ou bradicinina (Minami et al . ,  1994;
Ferreira,  1972).  Sua produção aumenta pr incipalmente em estados inf lamatór ios,
quando há aumento da expressão de COX-2. As prostaglandinas causam
di latação do músculo l iso vascular,  colaborando, dessa forma, para a
vasodi latação e a formação do er i tema (rubor)  característ icos destes estados
patológicos.  A vasodi latação aumenta o f luxo sangüíneo através dos tecidos
inf lamados e consequentemente o extravasamento de f lu idos (edema) provocado
por outros agentes que aumentam a permeabi l idade vascular,  como a bradic in ina
                                                
5 Respos ta  mo to ra  a  es t imu lação  noc i cep t i va .
6 Do r  em respos ta  a  um es t ímu lo  não  noc i cep t i vo .
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e a histamina (Solomon et al . ,  1968; Wil l iams e Peck, 1977; Vane e Bott ing,
1995).  Dentre as prostaglandinas, a PGE2 se destaca por ser uma das pr incipais
prostaglandinas pró-nocicept ivas l iberadas per i fer icamente (Vanegas e Schaible,
2001). Os receptores para PGE 2 são acoplados à proteína G, sendo que os EP1
estão associados ao aumento da concentração de cálc io,  enquanto os subt ipos
EP2 e  EP4 à at ivação da adeni lato c ic lase e os EP3 à in ibição ou at ivação da
adeni lato c ic lase, geração de fosfoinosi tóis e aumento da concentração
int racelu lar  de cálc io,  dependendo do tec ido onde estão expressos e da
quant idade de agonista disponível  (Vanegas e Schaible,  2001).  Receptores do
t ipo EP1,  EP3 e  EP4 já foram caracter izados em neurônios sensor iais aferentes
(Mi l lan, 1999),  enquanto que os receptores EP2 estão presentes em neurônios
pós-sinápt icos do corno dorsal  e ventral  da medula espinhal  (Vanegas e Schaible,
2001).  Já foi  demonstrado que a PGE2 é l iberada espinhalmente nos pr imeiros
minutos após a in jeção intraplantar de formal ina em ratos, o que mostra que,
além de sensibi l izar neurônios,  este prostanóide também pode part ic ipar do
estabelecimento da dor aguda (Malmberg e Yaksh, 1995b).  Nesse mesmo estudo,
foi  a inda demonstrado que, ao mesmo tempo em que a PGE2 é l iberada (0-10 min
após a in jeção de formal ina),  ocorre a l iberação de diversos aminoácidos
exci tatór ios como glutamato,  aspartato,  taur ina e gl ic ina e um indicador da
produção de NO (ci t rul ina) que sabidamente estão envolvidos com a transmissão
da nocicepção peri fér ica.
Outro mediador l iberado das f ibras aferentes pr imárias e também capaz de
modular a nocicepção é o CGRP, um peptídeo const i tuído de 37 aminoácidos que
existe em duas formas, o CGRP-a e  o  CGRP-b  (Holzer ,  1998;  Mi l lan,  1999).  O
                                                                                                                                                   
7 Fac i l i t a r  a  t r ansm issão  de  i n f o r mações  do l o rosas .
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CGRP exerce sua ação pró-nocicept iva atuando em dois t ipos de receptores,
CGRP 1 e CGRP 2,  ambos acoplados posi t ivamente à adeni lato c ic lase. O CGRP
está entre os pr incipais mediadores da inf lamação neurogênica, é responsável
pela vasodi latação observada após est imulação sensorial  e também é
considerado um neuropeptídeo importante na formação de edema (Bi levic iute et
al . ,  1998).  Após a est imulação de f ibras nocicept ivas aferentes pr imárias, ocorre
a l iberação de CGRP, além de taquicininas, que colaboram para a resposta
nocicept iva e formação de edema (Maggi,  1995).
Dois genes dist intos de preprotaquicininas (PPT) controlam a síntese das
taquicininas: o gene PPT-A dá or igem à neurocinina A (NKA) e à SP, ao passo
que o gene PPT-B dá or igem à neurocinina B (NKB). A SP, NKA e NKB
apresentam certa selet iv idade de ação em relação aos receptores
taquicininérgicos NK1, NK2 e NK3, respect ivamente, todos acoplados à proteína
G (Holzer,  1998).  A SP e a NKA são expressas em neurônios aferentes pr imários
e l iberadas por terminações centrais e per i fér icas dessas f ibras após est imulação
nocicept iva (Duggan et al . ,  1988; Urban et al . ,  1994; McCarson, 1999; Laird et
al . ,  2001).  O receptor NK1 é essencial  para o estabelecimento da dor induzida
por diversos mediadores,  exper imentos com animais que não expressam o
receptor NK1 (nocautes para o receptor NK1) mostraram que a ausência desse
receptor abole as respostas nocicept ivas induzidas pela capsaicina e pela
segunda fase da dor causada por formal ina (De Fel ipe et al . ,  1998). Já animais
com uma superexpressão de SP ( t ransgênicos),  agonista preferencia l  do receptor
NK1, apresentam respostas nocicept ivas a estímulos mecânicos e térmicos
inócuos (alodinia) e nocicepção aumentada em resposta a est ímulos mecânicos
(hiperalgesia mecânica).  Antagonistas selet ivos de receptores NK1 e NMDA
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bloqueiam a hiperalgesia e alodinia,  suger indo que estes receptores contr ibuem
para a al teração da transmissão nocicept iva observada nesses animais (McLeod
et al . ,  1999).  Além de part ic ipar da dor aguda, a SP (administrada
intratecalmente),  atuando em receptores NK1, também potencial iza a hiperalgesia
causada por doses subl imiares de formal ina em ratos,  efei to que é dependente do
aumento da produção de segundos mensageiros como óxido ní t r ico,  ácido
araquidônico e proteína quinase C (Coderre e Yashpal,  1994).
Glutamato e aspartato são os aminoácidos exci tatór ios mais importantes e
amplamente distr ibuídos no s istema nervoso central ,  onde part ic ipam de diversos
eventos f is io lógicos e patológicos,  como aprendizado, desenvolv imento de
conexões s inápt icas normais no cérebro,  epi lepsia,  lesão cerebral  causada por
isquemia e outros (Coderre, 1993; Dingledine e McBain, 1994; Lipton e
Rosenberg, 1994; Thomas, 1995; Dickenson 1997; Hudspith, 1997).  As funções
dos aminoácidos exci tatór ios foram bem descr i tas in ic ia lmente no sistema
nervoso central ,  mas estes neurotransmissores também exercem um papel
importante na s inal ização de tecidos como ossos,  pele,  astróci tos,  coração,
pâncreas e medula óssea (Skerry e Genever, 2001). O glutamato preenche alguns
dos pré-requis i tos c lássicos para a c lassi f icação como neurotransmissor:  1)  é
armazenado em vesículas na célula pré-sinápt ica,  2) é l iberado após estímulo,  3)
é l iberado por exoci tose, 4) se di funde na fenda sinápt ica para l igar-se a
receptores pós-sinápt icos (que in ic iam uma sér ie de eventos intracelulares) e 5)  é
recaptado,  através de t ransportadores especí f icos,  pelo terminal  pré-s inápt ico e
células não-neuronais.  Além de ser um neurotransmissor importante, o glutamato
está envolv ido em muitas outras funções como síntese de ácidos graxos,
regulação do nível  de amônia,  controle do balanço osmót ico e iônico,  faz parte da
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const i tu ição de proteínas e é precursor para a síntese do GABA (pr incipal
neurotransmissor in ib i tór io)  e outros intermediár ios do c ic lo de Krebs (Dingledine
e McBain,  1994).  Sua síntese é real izada pela ação enzimát ica da glutaminase,
convertendo glutamina em glutamato no compart imento mitocondr ial ,  ou através
de transaminação. Após a síntese, o glutamato é armazenado em vesículas em
alta concentração (cerca de 20 mM). Para evi tar  a exposição das células aos
seus efei tos tóxicos,  existem mecanismos especí f icos de captação/recaptação do
glutamato pela terminação pré-sinápt ica,  por células que estão em vol ta do
terminal  per i fér ico e pelas célu las da gl ia e de Schwann, depois que este é
l iberado na fenda sinápt ica, onde chega a at ingir  uma concentração de 5 mM
(Lipton e Rosenberg, 1994).  O glutamato captado pela célula da gl ia ou de
Schwann é convert ido em glutamina, que por sua vez é t ransportada de vol ta para
o terminal  nervoso, onde é novamente convert ida em glutamato para reabastecer
os estoques vesiculares do neurotransmissor (Dingledine e McBain,  1994).  O
sistema transportador de glutamina entre gl ia e neurônios no sistema nervoso
per i fér ico é s imi lar  ao existente no sistema nervoso central  (proteína SN1 na gl ia
e SAT/ATA nos neurônios) (Mi l ler  et  a l . ,  2002).  Quando comparado a qualquer
neurotransmissor,  a síntese e metabol ismo do glutamato (e aspartato) são os
processos mais dependentes da interação entre terminais nervosos,  célu las da
gl ia (s istema nervoso central)  e de Schwann que existem (sistema nervoso
periférico).
Até os anos 80 acreditava-se que as ações do glutamato eram mediadas
exclusivamente pelos receptores ionotrópicos, mas na metade daquela década
começaram a surgir  evidências de que alguns dos receptores glutamatérgicos
promoviam a at ivação de segundos mensageiros através de proteínas Gs ,  e  os
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receptores metabotrópicos foram caracter izados (Conn e Pin,  1997).  Estudos
recentes de farmacologia funcional ,  e letrof is io logia,  b iologia molecular e
bioquímica permit i ram a caracter ização de dois grandes grupos bem dist intos de
receptores glutamatérgicos,  chamados “ ionotrópicos” ( iGluRs) e “metabotrópicos”
(mGluRs).  Todos os iGluRs são canais iônicos cat iônicos 8 a t ivados por  l igante e
compostos por combinações homo e/ou heteroméricas de di ferentes subunidades
integradas (Skerry e Genever,  2001).  Essa c lasse de receptores é subdiv id ida
ainda em N -met i l -D-aspartato (NMDA) e não-NMDA, sendo que os receptores do
tipo a -amino-3-hidroxi-5-met i l -4- isoxazolpropionato (AMPA) e cainato (KA) fazem
parte desta úl t ima subdivisão (Mayer et al . ,  1990; Gasic e Hol lmann, 1992;
Hol lmann e Heinemann, 1994; Nakanishi  e Masu, 1994).  Quatro subunidades do
receptor AMPA (GluR1-4 ou GluRA-D) e c inco subunidades do receptor KA
(GluR5-7 ou KA1 e KA2) já foram ident i f icadas. Os receptores NMDA são
formados através da associação entre a subunidade essencial  NMDA NR1 com
uma das outras quatro subunidades NMDA NR2 (A,  B,  C ou D).  Existe a inda a
subunidade NMDA R3, expressa pr incipalmente durante o desenvolv imento do
cérebro.  Uma vez at ivados, os iGluRs permitem o inf luxo de sódio (Na+ ) ,  ef luxo
de potássio (K + ) ,  promovem a despolar ização da membrana plasmát ica e/ou o
inf luxo de cálcio (Ca ++ ) ,  dependendo da subunidade que compõe o canal
(Hansson et al . ,  2000).  Os receptores AMPA e KA conduzem pr incipalmente os
íons Na+ e  K+,  e os receptores NMDA são permeáveis pr incipalmente ao Ca2+,
com menor condutância ao Na+.  A at ivação de receptores AMPA resul ta em uma
despolar ização e dessensibi l ização rápida, enquanto que a at ivação dos
receptores KA produz uma resposta de longa duração e que não sofre
                                                
8 Pe rm i t em a  passagem de  d i ve r sos  t i pos  de  í ons  ca r regados  pos i t i vamen te .
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dessensibi l ização. A ordem de potência dos agonistas para at ivar o receptor
AMPA é: AMPA > quisqualato > glutamato > cainato,  sendo que aspartato e
NMDA são prat icamente inat ivos nesse receptor.  Para o KA, a ordem de potência
dos agonistas para at ivação dos receptores é:  cainato ³  domoato > quisqualato >
glutamato > AMPA (Nakanishi  e Masu, 1994).  O NMDA é o receptor ionotrópico
mais f inamente regulado, sua at ivação depende de cinco fatores di ferentes, que
consistem de dois sí t ios de reconhecimento de agonistas di ferentes (g lutamato e
gl ic ina),  um sí t io regulatór io de pol iaminas, que promove a at ivação, e dois sí t ios
separados de reconhecimento para os íons z inco (Zn2+ )  e magnésio (Mg 2 +) ,  que
inibem o f luxo iônico (Dingledine e McBain, 1994).  O sí t io da gl ic ina associado ao
receptor NMDA é insensível  à estr icnina, ao contrár io dos outros receptores
gl ic in inégicos in ib i tór ios,  e requer concentrações de gl ic ina cerca de 10 vezes
menores para sua at ivação. A gl ic ina é um co-agonista necessário para a
at ivação do receptor NMDA e o Mg 2+ exerce uma espécie de bloqueio do canal ,
que é removido após uma despolar ização prévia da membrana plasmática. Do
mesmo modo que a gl ic ina,  concentrações de Mg 2+ bem menores do que as
encontradas no l íquido extracelular são suf ic ientes para bloquear as respostas
induzidas pelo receptor  NMDA. A ordem de potência dos agonistas para at ivar  o
receptor NMDA é: NMDA (30 vezes mais potente) > glutamato > L-homocisteato >
aspartato > cisteínasul f inato > quinol inato.  Os aminoácidos exci tatór ios também
são capazes de est imular receptores metabotrópicos (receptores acoplados à
proteína G) e induzir  a formação de segundos mensageiros como IP 3, DAG e
nucleotídeos cícl icos (Nakanishi e Masu, 1994; Dickenson, 1995; Hudspith, 1997).
Os mGluR, por sua vez,  foram subdiv id idos de acordo com os s istemas efetores
intracelulares, nos grupos I ,  I I  e I I I .  O grupo I  compreende os receptores
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chamados mGluR1 e mGluR5, posi t ivamente acoplados à fosfol ipase C e a
diversos canais de potássio através da proteína Go o u  Gq.  Sua at ivação promove
a hidról ise de fosfoinosi t ídeos e a despolar ização da membrana plasmát ica.  O
grupo I I  compreende os receptores chamados mGluR2 e mGluR3, e o grupo I I I
compreende os receptores chamados mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8, todos
associados a canais iônicos e in ib ição da adeni lato c ic lase.  A ordem de potência
dos agonistas para at ivar os receptores metabotrópicos é:  quisqualato >
glutamato > ibotenato (Conn e Pin,  1997).
Diversos estudos têm demonstrado que os receptores para aminoácidos
exci tatór ios estão cr i t icamente envolvidos na transmissão nocicept iva aferente
primária,  tanto no desenvolvimento quanto na manutenção da resposta
nocicept iva (Aanonsen e Wilcox, 1987; 1990; Mao et al . ,  1992; Coggeshal l  e
Carl ton, 1997; Ferreira et  al . ,  1999).  Resultados de estudos anatômicos mostram
que pelo menos 20% das f ibras sensor ia is não miel in izadas da pele glabra de
ratos têm populações de receptores NMDA, KA e AMPA e que o glutamato
também tem a capacidade de exci tar e sensibi l izar f ibras aferentes Ad  e C, mas
não Ab  (Carl ton et al . ,  1995; Du et al . ,  2001). Em humanos, os receptores
ionotrópicos também já foram local izados na pele com pêlos e em células de
Schwann (NMDA e KA) (Kinkel in et al . ,  2000). Além disso, receptores
glutamatérgicos metabotrópicos do grupo I ,  I I  e I I I  já foram local izados em 20-
32% dos axônios miel in izados e não-miel in izados de neurônios aferentes
pr imár ios,  e é provável  que estejam presentes em subpopulações de f ibras Ad  e
C que inervam a pele (Du et al. ,  2001, Zhou et al. ,  2001; Neugebauer, 2002). Os
três grupos de receptores glutamatérgicos (NMDA, não-NMDA e metabotrópicos)
já foram local izados e caracter izados nos gângl ios da raiz dorsal  (Sato et  al . ,
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1993) e também na pata traseira de ratos (Carl ton et al . ,  1995).  Curiosamente,
apesar dos receptores AMPA, KA e NMDA serem expressos em axônios
sensor ia is de f ibras miel in izadas de nervos plantares,  o glutamato não é capaz de
exci tar as f ibras aferentes do t ipo Ab .  Acredi ta-se que este efei to decorra do fato
desses receptores não serem funcionais f is io logicamente, mas tornarem-se
funcionais em estados patológicos ou que as correntes geradas nos estudos
eletrof is io lógicos in vitro  não tenham sido capazes de induzir  potenciais de ação
nessas f ibras miel in izadas mais espessas (Du et al . ,  2001).
Existem diversas evidências suger indo que os aminoácidos exci tatór ios
são l iberados na medula espinhal  ou na pele em resposta a est ímulos nocivos
como os causados pela in jeção intraplantar de formal ina e outros agentes
inf lamatór ios (Sluka e West lund, 1992; 1993; Malmberg e Yaksh, 1995a; 1995b;
Omote et al . ,  1998; Lawand et al . ,  2000; para revisão veja Carl ton, 2001),
capsaicina (Jackson et al. ,  1993; Sakurada et al. ,  1996; Teoh et al. ,  1996),
zimosan (Vetter et  al . ,  2001) ou substância P (Juránek e Lembeck, 1997).  Além
de serem l iberados após est ímulos nocicept ivos,  os aminoácidos exci tatór ios
também são capazes de induzir  nocicepção, hiperalgesia e alodinia.  Agonistas
selet ivos dos di ferentes iGluRs ou glutamato,  administrados subcutaneamente na
pata t raseira de ratos,  produzem respostas nocicept ivas caracter izadas por
alodinia e hiperalgesia mecânica e térmica em ratos, efei to reduzido pelo
tratamento com antagonistas selet ivos dos iGluRs, indicando que o glutamato
provavelmente tem um papel importante tanto na transmissão central  quanto
peri fér ica da resposta nocicept iva (Carl ton et al . ,  1995; Jackson et al . ,  1995;
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Zhou et al . ,  1996).  Lawand e colaboradores (1997) observaram que combinações9
de aminoácidos exci tatór ios,  g lutamato,  aspartato e argin ina,  quando
administrados na cavidade art icular do joelho são capazes de causar hiperalgesia
térmica e mecânica na pata de ratos.  Por causar aumento da at iv idade nos
músculos da mandíbula quando apl icado na junção temporomandibular,  Fiorent ino
e colaboradores (1999) suger i ram que o glutamato também pode causar
nocicepção, quando apl icado nesse tecido.  Walker e colaboradores (2001b)
estabeleceram até uma ordem de potência para a indução de hiperalgesia
mecânica por agonistas selet ivos de receptores ionotrópicos e metabotrópicos na
pata t raseira de ratos:  L-glutamato > (RS ) -2-c loro-5-hidroxi feni lg l ic ina (CHPG) =
3,5-dihidroxi feni lg l ic ina (DHPG) > NMDA = AMPA > LY314582 > ácido L-(+)-2-
amino-4-fosfonobutír ico (L-AP4) (agonistas endógeno, mGlu I ,  mGluR5, NMDA,
AMPA, mGlu I I ,  mGlu I I I ,  respect ivamente).  No entanto,  os agonistas selet ivos de
receptores mGlu I I  (LY314582) e mGlu I I I  (L-AP4) não causaram hiperalgesia,
mesmo nas maiores doses ut i l izadas no ensaio (Walker et  a l . ,  2001b).  Tem sido
descr i to também que o glutamato e o NMDA, administrados intratecalmente ( i . t . ) ,
causam nocicepção e respostas hiperalgésicas em ratos e camundongos
(Aanonsen e Wilcox, 1987; Liu,  1997; Beir i th et  al . ,  1998; Ferreira et al . ,  1999).  O
agonista selet ivo de receptores KA e AMPA, ácido caínico,  administrado por v ia
intraper i toneal  ou subcutânea em camundongos, induz hiperalgesia térmica e
mecânica (Giovenko et al . ,  1999).  A at ivação de receptores glutamatérgicos,
especialmente os NMDA, pode est imular a at iv idade de enzimas e a produção de
diversos segundos mensageiros intracelulares como o óxido ní tr ico (NO) que
produz hiperalgesia (Mel ler et al . ,  1996; Mel ler e Gebhart,  1993). Tais
                                                
9 Mas  não  i n jeções  i nd i v i dua i s  de  g lu tama to ,  aspa r ta to  e  a rg in ina  i so ladamen te .
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descobertas,  a lém de outras evidências,  sugerem que todos os subt ipos de
receptores glutamatérgicos,  pr incipalmente os encontrados em f ibras sensor ia is
do t ipo C, desempenham um papel importante na transmissão da dor (para
revisão veja Haley e Wilcox, 1992; Zhou et al . ,  1996; Dickenson, 1997; Carl ton,
2001).
A in jeção intraplantar ou intratecal  de agonistas selet ivos de mGluR I
causa sensibi l ização a est ímulos térmicos e mecânicos, efei tos que são reduzidos
com uso de antagonistas selet ivos desses receptores (Dolan e Nolan,  2000; Zhou
et al . ,  2001).  A dor inf lamatór ia causada por carragenina, adjuvante completo de
Freund (CFA) ou formal ina (segunda fase),  também é signif icat ivamente reduzida
pelo t ratamento com antagonistas de mGluR I  e a part ic ipação desses receptores
é essencial  para o estabelecimento e manutenção da hipersensibi l idade (Bhave et
al . ,  2001).  Por outro lado,  a administração de agonistas de mGluR I I  causa
ant inocicepção, provavelmente devido ao mecanismo de ação intracelular  destes
receptores estar  associado à diminuição da l iberação espinhal  de glutamato e à
inibição da formação de AMPc (Dolan e Nolan, 2000).  Os mGluR I  aumentam as
respostas nocicept ivas mediadas pelos iGluR, tanto comportamentais quanto a
transmissão de impulsos entre neurônios do corno dorsal  da medula espinhal .
Através da regulação da at iv idade de diversas quinases (PKA, PKC, ERK/MAP 10)
e t i rosina quinases da famíl ia Src,  os mGluRs I  podem mediar a fosfor i lação dos
receptores NMDA, AMPA e KA (Neugebauer,  2002).  A at ivação dessas quinases
(ERK1 e ERK2) pelos mGlu I  também é um passo fundamental para o
                                                
10 As  ERK/MAP são  as  qu inases  a t i vadas  po r  s i na l  ex t race lu l a r  (ERK) /p ro te ínas  qu inases
a t i vadas  po r  m i t ógeno ,  uma  famí l i a  de  enz imas  que  modu la  a  t r ansc r i ção  de  d i ve rsas  p ro te ínas
e  es tá  envo l v i da  na  s i na l i zação  noc i cep t i va  (Ka r im  e t  a l . ,  2001b ) .
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estabelecimento da dor inf lamatór ia mediada pela at ivação dos receptores
mGluR1 e mGluR5 em camundongos (Karim et al . ,  2001b).
Após a est imulação elétr ica ou química (com capsaic ina) do nervo ciát ico,
ocorre a l iberação de aminoácidos exci tatór ios na pata de ratos,  que podem
modular a exci tabi l idade e a sensibi l ização dos nociceptores (DeGrot et  a l . ,
2000).  De acordo com esses dados que mostram que os receptores
glutamatérgicos podem part ic ipar da t ransmissão nocicept iva em estados
inf lamatór ios,  outros estudos mostram que, sob essas condições, existe um
aumento na expressão de receptores glutamatérgicos (Car l ton e Coggeshal l ,
1999).  Depois de 48 h do tratamento com adjuvante completo de Freund (CFA),
por exemplo,  a proporção de axônios não-miel in izados onde os receptores NMDA,
AMPA e KA são encontrados é de 61%, 43% e 48%, respect ivamente,  em relação
aos 48%, 22% e 27%, respect ivamente,  encontrados nos mesmos axônios em
patas não inf lamadas. O mesmo efei to ocorre em axônios miel in izados, que são
posi t ivamente marcados para receptores NMDA, AMPA e KA em 61%, 61% e 43%,
respect ivamente, em relação aos 43%, 42% e 28% em tecidos não inf lamados
(Carl ton e Coggeshal l ,  1999).  Além disso, a hiperalgesia mecânica induzida pelo
CFA na pata de rato parece ser mediada por receptores NMDA (Leem et al . ,
2001).
Diversos sistemas, como o cardiovascular,  o geni tour inár io,  o respiratór io
e o nervoso, são modulados f is iologicamente pela ação do NO, mas um aumento
exagerado da sua produção normalmente está associado a al terações
patof is io lógicas. O NO é sintet izado pelas enzimas chamadas óxido ní tr ico
sintases (NOS),  sendo que t rês isoformas foram ident i f icadas até o momento e
receberam uma nomenclatura de acordo com o tecido no qual foram descr i tas
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inicialmente: 1) NOS endotel ial  (NOSe), 2) NOS neuronal (NOSn) e 3) NOS
induzida (NOSi) (Val lance e Leiper,  2002).  A NOSe sintet iza o NO que é
importante para manter  os vasos re laxados,  in ib i r  a agregação de plaquetas e
leucóci tos e supr imir  a repl icação de células do músculo l iso.  O NO sintet izado
pela NOSn em nervos per i fér icos também é importante para o relaxamento do
músculo l iso vascular  e não vascular ,  causando efei tos como relaxamento de
esf íncteres,  do intest ino,  da bexiga,  da uretra,  do corpo cavernoso,  permit indo a
ereção, além de al terar a responsividade das vias aéreas. A NOSi normalmente
não é expressa em células em condições normais,  mas é rapidamente induzida
em diversos tecidos após est imulação com endotoxinas bacter ianas ou ci tocinas
pró- inf lamatór ias (Mel ler  e Gebhart ,  1993).  Porém, alguns tecidos podem
expressá- la de forma const i tut iva e depender de suas ações f is io lógicas,  como os
osteoclastos,  para reabsorção óssea, e o intest ino, para cicatr ização da mucosa.
A quant idade de NO produzida pela NOSi é maior do que a quant idade de NO
produzida pelas isoformas const i tut ivas da enzima, e depende do t ipo de célu la e
tecido onde está sendo expressa (Val lance e Leiper,  2002).  Depois de
sintet izado, o NO at iva a forma solúvel  da guani lato c ic lase (GC),  t ida como seu
receptor f is io lógico,  que por sua vez converte a guanosina-5’- t r i fosfato em
guanosina-3’-5’-monofosfato cíc l ico (GMPc).  O GMPc, como segundo mensageiro,
pode at ivar proteínas quinases, canais iônicos e fosfodiesterases. A GC existe
sob diversas formas, const i tuídas de uma subunidade a (a 1,  a2 ou a3 )  e uma
subunidade b  (b1,  b 2 ou b3 ) ,  que já foram ident i f icadas em diversos tecidos
murinos, humanos e bovinos (Tao e Johns, 2002).
Uma característ ica marcante do NO é sua dual idade, ou seja,  sua
capacidade de apresentar efei tos antagônicos em estados patológicos diversos.
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Apesar do NO produzido pela NOSi ser  importante para a c icatr ização da pele e
ser considerado,  por d iversos pesquisadores,  fundamental  no processo de
resolução da inf lamação (Val lance e Leiper,  2002),  a indução da NOSi é
observada em modelos de dor inf lamatór ia e não inf lamatór ia e in ib idores da
NOSn são indicados como analgésicos.  Entretanto,  a in ib ição completa da síntese
de NO pode resul tar  em efei tos prejudic ia is ao organismo, como aumento da
suscet ib i l idade a infecções, d iminuição da c icatr ização, potencial ização do dano
tecidual em alguns casos (NO sintet izado pela NOSi),  al teração da função
geni tour inár ia,  gastrointest inal ,  cerebral  e dos esf íncteres (NO sintet izado pela
NOSn).  Por ser uma molécula gasosa pequena, muito reat iva e que passa através
de membranas celulares faci lmente,  o NO é considerado um “transmissor
retrógrado”,  isto é,  a at ivação de algum receptor (NMDA, por exemplo) no
neurônio pós-s inápt ico induz a produção de NO, que se d i funde rapidamente e
entra no neurônio pré-s inápt ico,  para modular  sua at iv idade.  O NO pode ser
l iberado após a est imulação direta de f ibras aferentes pr imárias de pequeno
diâmetro,  contr ibuindo para sua exci tabi l idade após o est ímulo nocicept ivo,  a lém
de sensibi l izar nociceptores (Moore et  a l . ,  1991; Haley et  a l . ,  1992; Babbedge et
al . ,  1993; Mel ler e Gebhart ,  1993; Yamamoto et  al . ,  1993).  Também tem sido
sugerido o uso de in ibidores da síntese de NO em casos nos quais a dor ou
hiperalgesia são mediadas por receptores NMDA, já que o NO é um dos pr incipais
mediadores produzidos após o aumento da concentração de cálc io intracelular
causada pela at ivação desse receptor (Malmberg e Yaksh, 1993; Rivot et  al . ,
1999).  Em gângl ios da raiz dorsal ,  neurotransmissores como a SP e o CGRP
coexistem com a NADPH diaforase, enzima que produz o co-fator NADPH,
necessário para a at iv idade e que ref lete a local ização das NOSs em diversos
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tecidos,  indicando sua importância no processamento de informações sensor ia is
(Malmberg e Yaksh, 1993; Mel ler e Gebhart,  1993).  O NO também está envolvido
na hiperalgesia ou alodinia induzida por outros mediadores que promovem o
aumento da concentração de AMPc e at ivação da proteína quinase A (PKA) como
PGE2,  agonistas de receptores de adenosina A2 e  de serotonina 5HT1A (Minami  e t
al .  1995; Aley et  a l .  1998).  Contr ibuindo para a controvérsia sobre a dual idade de
efei tos do NO, nos exper imentos real izados por Granados-Soto e colaboradores
(1997),  a at ivação da via L-arginina/óxido nítr ico induz ant inocicepção no modelo
da formal ina em ratos.  Segundo o autor,  esse efei to ser ia resul tante de
di ferenças na intensidade dos est ímulos nocicept ivos -  Malmberg e Yaksh em
1993 ut i l izaram formal ina 5% e Granados-Soto e colaboradores em 1997
ut i l izaram formal ina 5% - e di ferentes t ipos de neurônios sensor iais envolv idos
nas respostas. Em estudos com concentrações di ferentes de formal ina, como
2,5% ou 4% (Roche et al . ,  1996; Tao e Johns, 2002, respect ivamente),  in ibidores
da síntese de NO (L-NAME e 7-ni t ro indazol)  também exibiram at iv idade
ant inocicept iva s igni f icat iva.  A in jeção de formal ina é capaz, ainda, de provocar
um aumento da expressão de NOSn e guani lato c ic lase na medula espinhal  de
ratos,  mostrando que o NO também é importante para o estabelecimento da
hiperalgesia prolongada que segue a est imulação nocicept iva per i fér ica (Lam et
al . ,  1996; Tao e Johns, 2002). Duarte e colaboradores (1990) também obt iveram
evidências de que o ni t roprussiato,  um doador de NO, possui  propr iedades
ant inocicept ivas na hiperalgesia mecânica induzida por carragenina ou PGE2 e m
ratos, mostrando o envolvimento do NO na ant inocicepção per i fér ica. No mesmo
modelo de dor,  a L-arginina, substrato que as NOS ut i l izam para a produção de
NO, causou ant inocicepção na hiperalgesia induzida por carragenina.
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Desde a descoberta de que os aminoácidos exci tatór ios part ic ipam
at ivamente como neurotransmissores no s istema nervoso central ,  per i fér ico e em
tecidos não neuronais,  mui ta atenção tem sido dada para a caracter ização dos
sistemas que podem ser modulados por esses neurotransmissores.  Em di ferentes
estados e escalas,  todos os receptores glutamatérgicos,  metabotrópico,  NMDA,
KA e AMPA part ic ipam da indução, modulação ou manutenção da dor (Boxal l  et
al . ,  1998; Carl ton e Coggeshal l ,  1999; Ferreira et al . ,  1999).  Diversas evidências
sugerem que antagonistas de receptores NMDA, não-NMDA e metabotrópicos são
capazes de el iminar a propagação da resposta nocicept iva e antagonizar os
est ímulos dolorosos provocados pela in jeção de glutamato ou agonistas selet ivos
dos iGluRs e mGluRs (Cahusac et  a l . ,  1984; Aanonsen e Wi lcox,  1987; Haley e
Wilcox, 1992; Ren et al . ,  1992; Fundytus et al . ,  2002). Com base nos estudos que
mostram a expressão per i fér ica dos receptores glutamatérgicos e na dor que sua
at ivação é capaz de induzir ,  o presente trabalho se propõe a caracter izar as
respostas nocicept iva e edematogênica induzidas pelo glutamato,  quando
administrado através da v ia intraplantar,  em camundongos.
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2.  OBJETIVOS
Os objetivos do presente estudo foram:
1) Caracter izar ,  com o emprego de antagonistas selet ivos,  os subt ipos de
receptores envolv idos na nocicepção e no edema de pata causados pela
in jeção intraplantar de glutamato em camundongos.
2) Caracter izar,  com o emprego de antagonistas selet ivos,  a part ic ipação de
diversos sistemas na nocicepção e edema de pata induzidos por glutamato.
3) Anal isar,  com o auxí l io de técnicas de bio logia molecular  e ensaios
bioquímicos, alguns dos mecanismos através dos quais o glutamato induz
nocicepção e formação de edema quando in jetado na pata t raseira de
camundongos.
3.  MATERIAL E MÉTODOS
3.1 Animais
Para a real ização dos experimentos, foram ut i l izados camundongos suíços
machos, pesando entre 25 e 35 g, cr iados no Biotér io Central  da Universidade
Federal  de Santa Catar ina. Os animais foram mant idos em ambiente com
temperatura controlada (23 ±  2 °C), c ic lo 12 h claro/12 h escuro, t ratados com
água e ração ad l ib i tum  e permaneceram no laboratór io durante um período de
adaptação de pelo menos 1 h antes dos testes farmacológicos,  real izados
geralmente entre 8 e 17 h, a temperatura de 22 ±  2 °C.
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3.2 Nocicepção e edema induzidos pela injeção intraplantar de
glutamato
Um volume de 20 m l  de glutamato (0,3 -  60,0 mmol/pata) ou solução
tampão fosfato (PBS, composição mmol/ l :  NaCl 137, KCl 2,7 e tampão fosfato 10,
pH 7.4) fo i  in jetado por v ia i .p l .  e os camundongos foram observados no período
de 0 a 40 min.  Os 40 min foram div id idos em períodos de 5 min para faci l i tar  a
visual ização da duração e de um possível  p ico de nocicepção durante a
observação. Após a in jeção i .p l .  de glutamato,  os animais foram colocados
imediata e indiv idualmente sob campânulas transparentes ( funis de vidro com 20
cm de diâmetro),  que serviram como câmaras de observação. O tempo
despendido pelos animais para lamber ou morder a pata injetada foi  registrado
com o auxí l io de um cronômetro e considerado como indicat ivo de nocicepção.
Para invest igar se à nocicepção causada por glutamato (0,1 -  30,0
mmol/pata) estava associada à formação de edema, após a observação do
comportamento nocicept ivo,  os animais foram sacr i f icados por deslocamento
cervical ,  t iveram as patas cortadas na junção t íbio-tarsal  e pesadas em balança.
O edema de pata foi  medido pela comparação entre a di ferença de peso da pata
tratada com glutamato e da pata controle (não tratada).
A solução de glutamato que é administrada nos animais na maior ia dos
exper imentos,  por ser preparada com ácido glutâmico, tem pH baixo,  em torno de
2.2. Procurando caracter izar a inf luência do pH na nocicepção induzida pelo
glutamato, grupos de animais foram tratados com veículo (PBS), glutamato (30
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mmol/ i .p l . )  e uma solução ácida (pH 2.0).  A nocicepção e edema de pata
induzidos pelo glutamato foram aval iados conforme o procedimento descr i to
acima.
A f im de observar o aumento da permeabi l idade vascular ,  um grupo de
animais fo i  t ratado com azul  de Evans (0,5 %) por v ia endovenosa e 1 h depois
recebeu a in jeção i .p l .  de glutamato (30 mmol/pata).  Decorr idos 15 min da in jeção
de glutamato, os animais foram sacr i f icados por deslocamento cervical ,  a região
plantar das patas foi  removida, cortada em quatro partes e colocada em solução
de formamida, onde permaneceu durante 24 h em banho-maria a 50 0 C, para
extração do corante.  A quant idade de azul  de Evans foi  medida através da
comparação entre a absorbância obt ida das amostras e a absorbância obt ida da
curva padrão, todas l idas em espectrofotômetro a 620 nm.
Com o intui to de ver i f icar a inf luência do processo de captação de
glutamato sobre a nocicepção e edema de pata induzidos por este
neurotransmissor,  outro grupo de animais fo i  pré-tratado com um inib idor do
transporte de aminoácidos exci tatór ios,  Chicago sky blue 6B (100,0 mg/kg, i .p.) ,
30 min antes da injeção de glutamato (Roseth et al . ,  1995).  A nocicepção e
edema de pata induzidos pelo glutamato foram aval iados como descr i to
anter iormente.
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3.3 Influência de diversos sistemas sobre a nocicepção e edema
de pata induzidos por glutamato
Para invest igar alguns dos mecanismos através dos quais o glutamato
induz nocicepção e formação de edema, grupos de animais foram tratados com
diferentes drogas através de diversas v ias de administração. A escolha das doses
de cada droga baseou-se em dados anter iores da l i teratura ou em exper imentos
prel iminares real izados em nosso laboratór io (dados não apresentados).
Participação dos receptores glutamatérgicos
Com o objet ivo de aval iar o envolvimento de receptores NMDA na
nocicepção e edema de pata induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato,  um grupo
de animais foi  t ratado com o antagonista selet ivo destes receptores, MK 801, por
via i .pl .  (0,01-1,0 mmol/pata)  em co-administ ração com glutamato (30,0
mmol/pata,  i .p l . ) .  Animais do grupo controle receberam um volume simi lar  de
veículo i .p l .  (20 ml /pata).
Para invest igar o envolv imento de outros receptores glutamatérgicos na
nocicepção e edema de pata induzidos por glutamato, outros grupos de animais
foram tratados com antagonista compet i t ivo dos receptores KA, NBQX (3,6-36,0
mmol/ i .p l . ) ,  antagonista selet ivo de receptores AMPA, SYM 2206 (60-180
nmol/ i .p l . ) ,  antagonista selet ivo dos receptores metabotrópicos,  E4CPG (1,0-10,0
mmol/pata i .p l . )  ou antagonista selet ivo de sí t io da gl ic ina associado ao receptor
NMDA, felbamato (0,1-,8 mmol/ i .p l . ) .  Animais controle receberam o mesmo volume
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de veículo i .pl .  (20 ml /pata) .  A nocicepção e edema de pata induzidos pelo
glutamato foram aval iados de acordo com a descr ição anter ior.
 Participação da via L-arginina / óxido nítrico
Com o objet ivo de ver i f icar o possível  envolv imento da v ia óxido ní t r ico/L-
arginina na nocicepção e no edema de pata induzidos por glutamato,  um in ib idor
da óxido ní tr ico sintase (NOS), L-Nw -ni tro-arginina (L-NOARG), foi  administrado
aos animais através das vias i .p l .  (0,5-1,4 mmol/pata,  co- in jeção) ou i .p.  (0,1-1,1
mmol/kg, 30 min antes) antes ou em associação com glutamato (30,0 mmol/pata,
i .p l . ) .  Animais do grupo controle receberam um volume simi lar  de veículo i .p.  (10
ml/kg) ou i .pl .  (20 ml /pata).  Outros grupos de animais foram pré-tratados com L-
ou D-arginina (3,4 mmol/kg, i .p.) ,  20 min antes de serem tratados com L-NOARG
(0,3 mmol/kg,  i .p.)  e a nocicepção e o edema de pata foram aval iados como
previamente descr i to.  Grupos controle receberam veículo,  L-NOARG (0,3
mmol/kg, i .p.) ,  L- ou D-arginina (3,4 mmol/kg, i .p.)  (Beir i th et al . ,  1998; Ferreira
et al . ,  1999).  Em outros grupos de animais,  fo i  co-administrado S-n i t roso-N-acet i l -
D,L-penici lamina (SNAP, um doador de NO, 0,01-1,0 mmol/pata)  com doses
subl imiares de glutamato (0,01 ou 10,0 mmol/pata,  i .p l . )  para aval iar  um possível
efei to s inergíst ico entre NO e glutamato na nocicepção ou edema provocados
pela in jeção de glutamato (Ferreira et  a l . ,  1999).  Animais controle receberam uma
injeção i .p l .  de um volume simi lar de veículo,  glutamato (0,01 ou 10,0 mmol/pata)
ou SNAP (0,01-1,0 mmol/pata),  administrados isoladamente.
Em um grupo separado de animais,  as patas t ratadas com PBS ou
glutamato foram cortadas na junção t íb io- tarsal  e o exsudato fo i  coletado por
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centr i fugação 15 min após a injeção i .pl .  de 20 ml  de veículo ou doses crescentes
de glutamato (0,3-60,0 mmol/pata).  Inic ialmente as amostras foram
desproteinizadas com sul fato de zinco (ZnSO4 10%) em geladeira (4 o C) durante
10 min. Foi adicionado NaOH 2,5 N, as amostras foram agitadas vigorosamente
(vortex) e centr i fugadas durante 15 min na microcentr í fuga. O sobrenadante foi
ut i l izado para a reação de conversão de ni t rato (NO 3)  em ni t r i to (NO2 ) pela
bactéria E. col i .  Para tanto foram acrescentados à amostra fosfato de sódio (0,5
M), formiato de amônio (2,4 M), E. col i  e a reação foi incubada a 37 o C durante  2
h, sendo depois centr i fugada a 10.000 g a 20 o C durante 5 min. O sobrenadante
foi  t ransfer ido para a placa de 96 poços e incubado com o reat ivo de Gr iess (a -
naf t i l -et i lenodiamina 0,1% m/v e ácido sul faní l ico em H3PO 4 5% v/v).  Após 10 min
o nível  de ni t r i to (NOx )  foi  monitorado espectrofotometr icamente a 540 nm
(Granger et al .  1990).
Participação de cininas, taquicininas e do peptídeo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP)
Tendo em vista o propósi to de aval iar  o envolv imento dos receptores de
taquic ininas na nocicepção e edema de pata induzidos por glutamato, os animais
receberam os antagonistas selet ivos dos subt ipos de receptores NK1, NK2 ou
NK3, respect ivamente FK 888 (0,25-1,0 nmol/pata),  SR 48968 (0,05-0,5
nmol/pata) ou SR 142801 (0,25-1,0 nmol/pata) (Santos e Cal ixto,  1997),  em
combinação com glutamato (30,0 mmol/pata, i .pl .) .  Para a anál ise da part ic ipação
das cininas na nocicepção e edema de pata induzidos por glutamato, os animais
receberam através da v ia i .p l . ,  o antagonista selet ivo de receptores B1 para as
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cininas, des-Arg 9- [Leu8] -BK (0,2-0,8 nmol/pata),  ou o antagonista selet ivo de
receptores B2,  HOE 140 (1,0-4,0 nmol/pata) (Corrêa e Cal ixto, 1993),
administrados em associação com glutamato (30,0 mmol/pata, i .p l . ) .  Para aval iar
o envolv imento do CGRP na nocicepção e no edema de pata induzidos por
glutamato, um grupo de animais foi  t ratado com um antagonista selet ivo de
receptores para CGRP, o fragmento CGRP 8 -37  (1,0 nmol/pata),  em associação
com glutamato (30,0 mmol/pata) (Ferreira et al . ,  2000). Os animais controle
receberam, através da mesma via,  um volume simi lar (20 ml /pata) de glutamato
dissolv ido em PBS.
3.4 Participação de fibras sensíveis a capsaicina
O possível  envolv imento de f ibras sensor ia is aferentes pr imár ias sensíveis
à capsaic ina fo i  examinado através do t ratamento de camundongos recém-
nascidos com capsaicina (50,0 mg/kg, s.c. ,  no segundo dia de vida).  O tratamento
foi  real izado com o propósi to de induzir  a degeneração i r reversível  de neurônios
não-miel in izados aferentes, especialmente f ibras C (Holzer,  1991).  Animais do
grupo controle receberam, através da mesma via de administração, um volume
simi lar do veículo ut i l izado para dissolver a capsaicina (etanol 10%, tween 80
10% e PBS 80%). Dois meses após o tratamento neonatal  com capsaicina, os
animais receberam uma injeção i .p l .  de glutamato (30,0 mmol/pata) e as
respostas nocicept iva e edematogênica foram medidas como descr i to
anter iormente.
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3.5 Participação da migração celular
Com o objet ivo de ver i f icar  a possível  migração celular  para o local  da
injeção de glutamato, foi  real izado um tratamento com fucoidina, um inibidor de
select inas P e E (Teixeira e Hel lewel l ,  1997).  No processo de migração dos vasos
sangüíneos para o sí t io da lesão, os leucóci tos ut i l izam pol issacarídeos
chamados select inas para se f ixarem nas células endotel ia is e in ic iarem o
processo de rolagem sobre estas células,  que culminará na sua saída das
vênulas pós-capi lares para o tecido.  Portanto,  a fucoidina in ibe indiretamente o
acúmulo de células (pr incipalmente neutróf i los) no sí t io inf lamatór io,  por in ibir  as
select inas. Grupos de animais foram tratados com fucoidina (25 mg/kg, e.v.)  ou
veículo (PBS) durante três dias (Zhang et al . ,  2001).  No úl t imo dia do tratamento
receberam a injeção de glutamato (30,0 mmol/pata) ou veículo (PBS),  sendo
observadas as respostas nocicept iva e edematogênica.
Com a f inal idade de aval iar indiretamente a migração de neutróf i los,  fo i
aval iada a at iv idade da enzima mieloperoxidase 15 min a 24 h após a injeção de
glutamato (30,0 mmol/pata) ou veículo (PBS) no tecido ret i rado da região plantar
das patas tratadas. As amostras foram colocadas em tampão fosfato (pH 5.4)
contendo brometo de hexadeci l t r imet i lamônio (HTAB, 0,5%), homogeneizadas
durante 45 s em uma temperatura de 0 0 C e centr i fugadas a 11.200 g (4 0 C)
durante 20 min. Uma alíquota (20 ml )  do sobrenadante dessa centr i fugação fo i
acrescentada a 200 ml  de uma solução contendo 100 ml  de PBS 80 mM, 85 ml  de
PBS 0,22 M (pH 5.4) e 15 ml  d e  H2 O2 0 ,017% em uma p laca de 96 poços.  A
reação foi  in ic iada com a adição de 20 m l  de tetrameti lbenzidina (TMB, 18,4 mM,
em dimeti l formamida aquosa 8%), incubada durante 3 min a 37 0 C e, em seguida,
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colocada em gelo.  O f im da reação foi  determinado pelo acréscimo, ao meio de
reação, de acetato de sódio (NaOAc, 1,46 M, pH 3.0).  O resultado da reação foi
observado em espectrofotômetro a 620 nm (Recio et al . ,  2000).
3.6 Ativação do fator nuclear kB
A f im de observar uma possível  at ivação do fator nuclear kB (NF-kB) após
o tratamento i .p l .  com glutamato, os animais foram sacr i f icados 15 min após sua
injeção e o tecido da região plantar das patas foi  removido para a preparação das
amostras ut i l izadas no ensaio de deslocamento em gel (EMSA) (D’Acquisto et  al . ,
2000).  Imediatamente após a remoção, os tecidos foram congelados em
nitrogênio l íquido e depois homogeneizados durante 30 s com um tr i turador de
tecidos em 0,6 ml de uma solução tampão de l ise hipotônica gelada (HEPES 10
mM, MgCl 2 1,5 mM, KCL 10 mM, PMSF 0,5 mM, inibidor de tr ipsina de fei jão 1,5
mg/ml,  pepstat ina A 7 mg/ml,  leupept ina 5 mg/ml,  benzamidina 0,1 mM e DTT 0,5
mM). Os homogenatos das amostras de animais tratados com glutamato (30
mmol/pata) ou veículo foram mant idos em gelo durante 15 min e poster iormente
agitados durante 15 min na presença de nonidet P-40 10%. A fração nuclear foi
precipi tada por centr i fugação a 1.500 g durante 15 min,  o sobrenadante contendo
a fração ci tosól ica foi  removido e armazenado a –70 0C. O precipi tado nuclear foi
resuspendido em 0,6 ml de uma solução concentrada de tampão de extração
(HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 420 nM, MgCl 2 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, gl icerol  25%
v/v, PMSF 0,5 mM, inibidor de tr ipsina de fei jão 1,5 mg/ml,  pepstat ina A 7 mg/ml,
leupeptina 5 mg/ml,  benzamidina 0,1 mM e DTT 0,5 mM) e incubado sob agitação
a 4 0 C durante 30 min. O extrato nuclear foi  centr i fugado durante 15 min a 13.000
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g e o sobrenadante foi  al iquotado e armazenado a –70 0C. A concentração de
proteínas fo i  determinada conforme as instruções do fabr icante do k i t  de dosagem
de proteínas (BioRad Ò ).
O ensaio de deslocamento em gel  (EMSA) fo i  real izado com ki t  da
Promega,  de acordo com as determinações do fabr icante.  A sonda contendo o
ol igonucleot ídeo NF-kB foi  marcada (5’-AGTTGAG GGGACTTTCCCAGGC-3’)
(Promega) com [g - 32P]ATP (DuPont,  New England),  na presença de T4 quinase
(10 min, 37 0C). Os nucleotídeos não incorporados foram removidos em coluna de
Sephadex G-25 (Pharmacia).  Um volume de 10 ml  dos extratos nucleares fo i
incubado em tampão de l igação contendo: Tr is-HCl 10 mM, pH 7.5, MgCl2 1 mM,
NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 0,5 mM, gl icerol  4% e 1 mg de pol i  (dI :dC),
durante 20 min, em temperatura ambiente.  Após a adição de 25.000 cpm do
ol igonucleot ídeo NF-kB marcado com fósforo, as amostras foram incubadas
durante 30 min e colocadas em gel  não-desnaturante (acr i lamida:bisacr i lamida
6%, em tampão Tris-borato/EDTA), em 150 V, durante 20 min. O gel foi  secado a
vácuo e exposto em autoradiograf ia (aproximadamente 16 h).
Para os estudos de compet ição,  os fatores de t ranscr ição NF-kB ou TFIID
(5’-GCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGA-3’,  fator não relacionado à famíl ia NF-
kB, responsável  pelo recrutamento da RNA pol imerase I I )  foram incubados com a
sonda marcada, a f im de detectar interações não específ icas. Células HeLa foram
uti l izadas como controle posi t ivo.
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3.7 Modificações histológicas
A f im de aval iar  a l terações teciduais causadas pela in jeção intraplantar de
glutamato (30,0 mmol/pata) ou veículo (PBS) em camundongos, a região plantar
das patas foi  removida 15 min após a in jeção de glutamato e embebida em formol
20%, em frascos escuros, até o início do processamento histológico. As amostras
foram submetidas à anál ise macroscópica prel iminar para a seleção do mater ia l .
Em seguida foram ident i f icadas e colocadas em cápsulas metál icas e,  estas,
inser idas em cesta de metal  do aparelho histotécnico. No aparelho, as amostras
foram sucessivamente imersas em 10 cubas com a f inal idade de: 1) nas pr imeiras
4 contendo etanol absoluto,  desidratar,  2) nas 4 cubas seguintes contendo xi lo l ,
c larear e 3) nas 2 úl t imas cubas contendo paraf ina, endurecer.  As amostras
permaneceram 1 h em cada etapa. As cápsulas, contendo os segmentos
desidratados e paraf inados,  foram então ret i radas do aparelho histotécnico e
cada f ragmento fo i  envol to num quadrado metál ico de Leockart  e embebido em
paraf ina l íquida. Os blocos foram deixados em geladeira para a completa
sol id i f icação e poster iormente cortados em fat ias de 3 mm de espessura,  com o
auxí l io de um micrótomo. As fat ias foram então desparaf in izadas em banho-maria
e o mater ia l  h istológico fo i  del icadamente t ransfer ido para lâminas de v idro.  As
lâminas foram secas em estufa (durante 5 a 10 min), coradas com hematoxi l ina-
eosina e montadas com entelan e lamínula.  Foram aval iados: edema interst ic ia l ,
inf i l t ração celular e congestão vascular.
38
3.8 Medida do desempenho motor
Com o intui to de ver i f icar possíveis efei tos relaxantes musculares não
específ icos ou sedat ivos dos antagonistas ut i l izados sobre o s istema nervoso
central ,  os animais t iveram seu desempenho aval iado no teste do rota-rod
(Rosland et al . ,  1990).  O aparelho de rota rod (Ugo Basi le,  Modelo 7600) consiste
em um ci l indro com 2,5 cm de diâmetro,  subdiv id ido em seis compart imentos por
discos de 25 cm de diâmetro.  O ci l indro gira a uma velocidade constante de 22
rotações por minuto.  Os camundongos foram selecionados com 24 h de
antecedência para el iminar aqueles que não permaneciam sobre a barra durante
dois períodos consecut ivos de 60 s.  No dia do exper imento,  os animais foram
tratados com a dose máxima dos antagonistas ut i l izada nas curvas dose-resposta
ou com os respect ivos veículos concomitantemente ou com o mesmo tempo de
antecedência antes de serem submetidos ao teste.  O resul tado foi  expresso como
tempo (s)  que os animais permaneceram sobre o rota-rod .
3.9 Análise estatística
Os resul tados estão apresentados como a média ± erro padrão da média
(E.P.M., 95%), exceto os valores de DE 50 ou  DI 50 (por  exemplo:  a  dose de
glutamato capaz de produzir  50% de resposta máxima ou a dose da droga capaz
de produzir  ou reduzir  a resposta,  respect ivamente,  em 50% em relação ao valor
máximo do controle),  que estão apresentados como as médias geométr icas
acompanhadas de seus respect ivos l imi tes de conf iança de 95%. Os valores de
DI50 e DE 50 foram determinados através de interpolação gráf ica em papel
semilogarí tmico de exper imentos indiv iduais.  As percentagens de in ib ição
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representam a média das in ib ições obt idas para cada exper imento indiv idual .  A
di ferença estat ist icamente signi f icat iva entre os grupos foi  aval iada através de
anál ise de var iância seguida pelo teste de múl t ip las comparações de Dunnett  ou
pelo teste de Newmann Keuls,  quando apropr iado. Valores de P menores que
0,05 (*P<0,05 e **P<0,01) foram considerados como indicat ivos de signi f icância.
3.10 Drogas
As seguintes drogas foram ut i l izadas:  ácido L-glutâmico,  L-Nw -ni tro-
arginina (L-NOARG), L-arginina, D-arginina, des-Arg 9 - [Leu8]-BK, fucoidina,
capsaicina, peptídeo relacionado ao gene da calci tonina fragmento 8-37 (CGRP 8-
37)  (Sigma Chemical  Company, St.  Louis,  U.S.A.) ,  2,3-dioxo-6-ni t ro-1,2,3,4-
tetrahidrobenzo[f ]quinoxal ina-7-sul fonamida dissódio (NBQX), (RS)- a -et i l -4-
carboxi feni lg l ic ina (E4CPG), ácido D-g -glutamilaminometanesulfônico (GAMS),
dizoci lpina (MK 801), (Research Biochemicals Internat ional,  Nat ick, MA, U.S.A.),
Chicago sky blue 6B e felbamato (Tocris,  U.S.A.).  O SNAP foi  gent i lmente
fornecido pelo Dr.  Jami l  Assreuy,  Departamento de Farmacologia,  UFSC. O
antagonista selet ivo de receptores NK1, FK 888 (N2-[(4R)-4-hidroxi-1-(1-met i l -1H-
indol-3- i l )carboni l -L-prol i l ] -N-met i l -N-feni l -met i l -3-(2-naft i l ) -L-alaninamida) fo i
gent i lmente cedido pela Fuj isawa Pharmaceut ical  Co. (Osaka, Japão).  Os
antagonistas selet ivos de receptores NK2 (SR 48968, (S)-N-met i l - (N[4-
acet i lamino-4-feni lp iper id ina)-2-(3,4-dic lorofeni l )  but i l ]  benzamida) e NK3 (SR
142801, (S)-(N)-(1-(3-(1-benzoi l -3-(3,4-dic lorofeni l )p iper ideno-3- i l )propi l ) -4-
feni lp ipedidina-4- i l ) -N-meti lacdetamida) foram gent i lmente cedidos pela Sanof i
Recherché (Montpel ier ,  França).  O antagonista selet ivo de receptores B2,  HOE
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140 ( [D-Arg-(Hip3,Ti5,D-Tic7,Oic8]bradic in ina) fo i  gent i lmente cedido pela
Hoechst (Frankfurt ,  Alemanha).  Todas as drogas, com exceção da capsaicina,
foram dissolv idas em solução tampão fosfato (PBS) imediatamente antes do uso.
4. RESULTADOS
4.1 Nocicepção e edema induzidos pela injeção intraplantar de
glutamato
A administração i .pl .  de glutamato (0,3 -  60,0 mmol/20 ml )  na pata t raseira
de camundongos causou nocicepção dependente da dose, efei to que fo i
caracter izado pela resposta comportamental  de lamber o membro in jetado ( f igura
3 A e B).  A resposta nocicept iva induzida pela in jeção i .p l .  de glutamato foi
evidente até 15 min após a apl icação, diminuindo entre 15 e 30 min, sendo
praticamente ausente dos 30 a 40 min (f igura 3 A). O valor da DE 50 (e  l imi te de
conf iança 95%) para estes efei tos (calculada entre 0 e 15 min) foi  2,6 (1,6 -  4,3)
mmol/pata ( f igura 3 B).  A resposta nocicept iva máxima (tempo de lambida: 84,8 ±
13,2 s) foi  observada após a apl icação da dose de 30,0 mmol/pata de glutamato
(f igura 3 B).  A f igura 4 demonstra soluções com baixo pH não são capazes de
provocar respostas comportamentais espontâneas indicat ivas de dor,  o que
poderia ser esperado para a solução de glutamato, que tem um pH em torno de
2.0.  Além de causar nocicepção, a in jeção i .p l .  de glutamato também causou
aumento do volume da pata até 40 min após a sua injeção, efei to que também foi
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dependente da dose empregada.  A formação máxima de edema, assim como a
nocicepção, foi  observada 15 min após a in jeção i .p l .  de glutamato (resul tados
não apresentados). O valor da DE 50 para este efei to foi  0,5 (0,4 -  0,7) mmol/pata
(cerca de 5 vezes menor que o valor da DE 50 para a nocicepção).  A resposta
edematogênica máxima (77,8 ±  3,5 mg) também foi observada 15 min após a
apl icação da dose de 10,0 mmol/pata de glutamato ( f igura 5) .  Como pode ser
observado na f igura 6, há um aumento da concentração de azul de Evans nas
patas tratadas com glutamato (30,0 mmol/ i .p l . ) ,  o que demonstra extravasamento
plasmático nesse tecido. Com base nestes exper imentos, o tempo de 0 a 15 min
foi  adotado para a anál ise do efei to das drogas sobre a nocicepção induzida pelo
glutamato.
Figura 3 – Curva da resposta relacionada à dose de glutamato apl icada (0,3 -
60,0 mmol/pata) e ao tempo de resposta (A).  Nocicepção relacionada à dose
isoladamente (B),  causada pela in jeção de glutamato ou veículo (20 ml / i .pl .) ,  no
tempo de 15 min, representada pelo comportamento de lamber a pata.  Cada ponto
representa a média ± E.P.M. de 12 animais.  Os aster iscos indicam o nível  de
signi f icância em comparação com os grupos controle,  **P<0,01.
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Figura 4 – Nocicepção induzida por glutamato (30 mmol/ i .p l . ,  pH 2.0),  veículo
(PBS, 20 ml / i .p l . )  ou solução ácida (pH 2.2) ,  representada pelo comportamento de
lamber a pata. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de 12 animais. Os
aster iscos indicam o nível  de s igni f icância em comparação com os grupos
controle, **P<0,01.
Figura 5 – Edema de pata de camundongo causado in jeção i .p l .  de glutamato (0,1
- 30,0 mmol/20 ml )  ou veículo (PBS, 20 ml / i .p l . )  após 15 min. Cada ponto
representa a média ± E.P.M. de 6 animais.  Os aster iscos indicam o nível  de
signi f icância em comparação com os grupos controle,  **P<0,01.
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Figura 6 – Extravasamento plasmático aval iado pela medida da concentração de
azul de Evans nos tecidos após a in jeção i .p l .  de glutamato (30,0 mmol/pata) ou
veículo (PBS, 20 ml / i .p l . ) ,  aval iado após 15 min. Cada ponto representa a média ±
E.P.M. de 6-8 animais.  Os aster iscos indicam o nível  de s igni f icância em
comparação com os grupos controle,  *P<0,05 e **P<0,01,  ##P<0,01,  d i ferente do
tratamento com glutamato
No sistema nervoso central ,  célu las da gl ia têm a capacidade de captar o
glutamato para proteger os tecidos de seu efei to tóxico.  Portanto,  também foi
invest igado no presente estudo, a possibi l idade do glutamato,  quando in jetado
diretamente na pata de camundongos, estar sendo removido por células de
Schwann, que correspondem às células da gl ia no s istema nervoso per i fér ico
(Raine, 1994).  Para testar esta hipótese, grupos de animais foram pré-tratados
com Chicago sky blue 6B (100 mg/kg,  i .p . ,  30 min antes) ,  uma droga que in ibe a
captação de glutamato (Roseth et al .  1995).  Os resultados da f igura 7 A
demonstram que o Chicago sky blue 6B fo i  capaz de reduzir  s igni f icat ivamente o
valor da DE 5 0 para a nocicepção induzida pelo glutamato. O mesmo tratamento
com Chicago sky blue 6B (100,0 mg/kg, i .p.)  não causou redução do valor da DE 50
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para o edema de pata induzido por glutamato, ao contrár io,  causou uma redução
signi f icat iva da formação de edema nas maiores doses de glutamato ut i l izadas (1
a 30 mmol/pata) (f igura 7 B).
Figura 7 -  Efei to do pré-tratamento dos animais com Chicago sky blue 6B
(colunas l istradas) em relação à nocicepção (A) e ao edema (B) induzidos pela
injeção i .pl .  de glutamato (0,3 - 30,0 mmol/20 ml )  em camundongos. O tempo total
que o animais permaneceram lambendo a pata traseira foi  medido durante 15 min
após a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média ±
E.P.M. de 8 animais.  Os aster iscos indicam o nível  de s igni f icância quando
comparados aos grupos controle,  **P<0,01.
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4.2 Influência de diversos sistemas sobre a nocicepção e edema
de pata induzidos por glutamato
 Participação dos receptores glutamatérgicos
O MK 801, quando administrado por via i .p l .  (0,01-1,0 mmol /pata) ,  causou
inib ição dependente da dose quando aval iado na resposta nocicept iva sem afetar
signi f icat ivamente o edema de pata induzido pelo glutamato (30,0 mmol/pata)
( f igura 8 A e B).  A in ibição máxima e o valor da DI5 0 obt idos para esses efei tos
foram 85 ±  3% e 56,7 (43,1 – 74,7) nmol/pata. A administração de NBQX (3,6-
36,0 mmol/pata),  SYM 2206 (60-180 nmol/pata) ( f igura 9),  E4CPG (1,0 -  10,0
mmol/pata) ( f igura 10) ou felbamato (0,1-0,8 mmol/ i .p l . )  ( f igura 11),  in ib iram
signi f icat ivamente a nocicepção induzida pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0
mmol/pata).  As in ibições máximas para esses efei tos foram: 29 ±  11%, 31 ±  11%,
31 ±  3% e 34 ±  5%. Além de diminuir  a nocicepção, ao contrár io do observado
para o E4CPG, SYM 2206 ou felbamato, o NBQX também foi  capaz de reduzir  em
17 ±  5 % o edema de pata induzido pela in jeção i .p l .  de glutamato ( f igura 9 B).
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Figura 8 – Efei to do MK 801 administrado através da via i .p l .  em relação à
nocicepção (A) e ao edema (B) induzidos por glutamato (30,0 mmol/pata) e m
camundongos. O tempo total  despendido lambendo a pata traseira foi  medido
durante 15 min após a in jeção intraplantar de glutamato.  Cada ponto representa a
média ± E.P.M. de 6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de s igni f icância
em comparação aos grupos controle,  **P<0,01.
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Figura 9 -  Efei to do NBQX ou SYM 2206 administrados intraplantarmente em
relação à nocicepção (A e C) e ao edema (B e D) induzidos pela in jeção i .p l .  de
glutamato (30,0 mmol/pata)  em camundongos.  O tempo tota l  despendido
lambendo a pata traseira foi  medido durante 15 min após a injeção intraplantar de
glutamato. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais. Os
aster iscos denotam o nível  de s igni f icância em comparação aos grupos controle,
*P<0,05 e **P<0,01.
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Figura 10 - Efei to do E4CPG administrado intraplantarmente em relação à
nocicepção (A) e ao edema (B) induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0
mmol/pata) em camundongos. O tempo total  despendido lambendo a pata t raseira
foi  medido durante 15 min após a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de
signi f icância em comparação aos grupos controle,  *P<0,05.
Figura 11 -  Efei to do felbamato, administrado intraplantarmente, em relação à
nocicepção (A) e ao edema (B) induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0
mmol/pata) em camundongos. O tempo total  despendido lambendo a pata t raseira
foi  medido durante 15 min após a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de
signi f icância em comparação aos grupos controle,  *P<0,05.
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 Participação da via L-arginina / óxido nítrico
A part ic ipação da via L-arginina/óxido ní t r ico na nocicepção e no edema de
pata induzidos pelo glutamato fo i  conf i rmada com o uso de um inib idor da
at iv idade da óxido ní t r ico s intase, L-NOARG, administrado aos animais através da
via i .pl.  (0,5 - 1,4 mmol/pata) ( f igura 12) ou i .p.  (0,1 -  1,1 mmol/kg) ( f igura 13).  As
inibições máximas obt idas para esses efei tos foram 39 ±  9% e 86 ±  4%,
respect ivamente.  O valor  de DI50 obt ida para a administração i .p.  fo i  0,3 (0,2 –
0,4) mmol/kg.  Quando administrada através da v ia i .p. ,  ao contrár io da v ia i .p l . ,  a
L-NOARG também causou redução de 25 ±  4% no edema de pata induzido pela
injeção i .pl .  de glutamato (f igura 13 B).  Os efei tos ant inocicept ivos e a inibição
do edema causados pela L-NOARG (0,3 mmol/kg,  i .p.)  foram revert idos pelo pré-
tratamento dos animais com L- mas não D-arginina (3,4 mmol/kg, i .p.)  ( f igura 14
A e B).  A administração de ambas L- e D-arginina (3,4 mmol/kg, i .p.)
isoladamente não afetou signi f icat ivamente a nocicepção e o edema de pata
induzidos pelo g lutamato.  Além disso,  a co-administ ração i .p l .  de SNAP (0,01 -
1,0 mmol/pata) potencial izou s igni f icat ivamente a nocicepção e o edema
induzidos por doses submaximamente efet ivas de glutamato (0,01 ou 10,0
mmol/pata) ( f iguras 15 A e B, respect ivamente).
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Figura 12 – Efei to da L-NOARG administrada através da via i .pl .  em relação à
nocicepção (A) e ao edema (B) induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0
mmol/pata) em camundongos. O tempo total  despendido lambendo a pata t raseira
foi  medido durante 15 min após a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de
signi f icância em comparação aos grupos controle,  **P<0,01.
Figura 13 – Efei to da L-NOARG administrada através da via i .p.  em relação à
nocicepção (A) e ao edema (B) induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0
mmol/pata) em camundongos. O tempo total  despendido lambendo a pata t raseira
foi  medido durante 15 min após a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de
signi f icância em comparação aos grupos controle,  *P<0,01 e **P<0,01.
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Figura 14 – Efei to do pré-tratamento dos animais com L- ou D-arginina 20 min
antes da in jeção de L-NOARG em relação à nocicepção (painel  A) e ao edema de
pata (painel B) induzidos pela injeção i .pl .  de glutamato (30,0 mmol /pata)  em
camundongos. O tempo total  despendido lambendo a pata traseira foi  medido
durante 15 min após a in jeção intraplantar de glutamato.  Cada ponto representa a
média ± E.P.M. de 6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de s igni f icância
em comparação aos grupos tratados com veículo (controle),  *P<0,05, **P<0,01.
di ferente do veículo e #P<0,05, ##P<0,01, d i ferente do t ratamento com glutamato.
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Figura 15 -  Efei to do SNAP, co- in jetado intraplantarmente com uma dose
subl imiar de glutamato, sobre a nocicepção (A) e o edema de pata (B) induzidos
pela injeção i .pl .  de glutamato (0,01 – 10,0 mmol/pata) em camundongos. O tempo
total  despendido lambendo a pata traseira foi  medido durante 15 min após a
injeção intraplantar de glutamato.  Cada ponto representa a média ± E.P.M. de 6-
10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de signi f icância em comparação aos
grupos controle.  *P<0,05,  **P<0,01, d i ferente do veículo e ##P<0,01, d i ferente do
tratamento com glutamato.
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Os dados da f igura 16 demonstram que a in jeção i .p l .  de glutamato (0,3 -
60,0 mmol/pata) causou aumento s igni f icat ivo e dependente da dose do nível  de
nitr i to no exsudato coletado das pata.
Figura 16 – Presença de NOx  (NO2)  no meio de reação, moni torada
espectrofotometr icamente através do reagente de Griess no exsudato das patas
dos animais t ratados intraplantarmente com veículo ou doses crescentes de
glutamato. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de 4-6 animais. Os
aster iscos denotam o nível  de s igni f icância em comparação ao grupo t ratado com
veículo, *P<0,05 e **P<0,01.
 Participação de cininas, taquicininas e do CGRP
Quando administrados intraplantarmente,  o SR 48968 (0,25-0,5 nmol/pata),
e em menor extensão o FK 888 (0,5-1,0 nmol/pata),  antagonistas de receptores
NK2 e NK 1,  respect ivamente, causaram inibição signi f icat iva da nocicepção
causada pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0 mmol/pata) ,  sendo que as in ib ições
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máximas obt idas foram: 83 ±  6% e 37 ±7%, respect ivamente ( f igura 17).  O valor
calculado da DI 50 para a in ibição da nocicepção causada pelo SR 48968 foi  de
0,17 (0,13-0,24) nmol/pata.  Ao contrár io,  o antagonista selet ivo de receptores
NK3,  SR 14801 (0,25-1,0 nmol/pata) não interfer iu s igni f icat ivamente com a
nocicepção induzida pelo glutamato ( f igura 18).  Somente o antagonista selet ivo
de receptores NK 2,  SR 48968, causou in ib ição s igni f icat iva da formação de edema
de pata após injeção i .pl .  de glutamato (36 ±  10%) (f igura 17 D). O antagonista
selet ivo de receptores para o CGRP, CGRP 8-37 (1,0 nmol/pata),  co- in jetado com
glutamato (30,0 mmol/pata),  não afetou a nocicepção ou o edema induzidos pelo
glutamato (f igura 18).  Na mesma dose, a injeção i .pl .  de CGRP 8 -37  in ib iu 43 ±  6%
o edema induzido pelo agonista B1,  des-Arg 9 -BK em ratos previamente tratados
com LPS (resultados não apresentados).
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Figura 17 -  Efei to do FK 888 ou SR 48968 co- in jetados intraplantarmente em
associação com glutamato sobre a nocicepção (A e C) e o edema (B e D)
induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0 mmol /pata)  em camundongos.  O
tempo total  despendido lambendo a pata traseira foi  medido durante 15 min após
a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de
6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de signi f icância em comparação aos
grupos controle, **P<0,01.
T
em
p
o
 d
e 
re
aç
ão
 (
s)
0
60
120
**
A
**
C       0,25       0,5       1,0
           FK 888 (nmol/pata)
E
d
em
a 
(m
g
)
0
20
40
60
80
B
C       0,25       0,5       1,0
           FK 888 (nmol/pata)
T
em
p
o
 d
e 
re
aç
ão
 (
s)
0
60
120
**
C
**
C       0,05      0,25       0,5
        SR 48968 (nmol/pata)
E
d
em
a 
(m
g
)
0
20
40
60
80
* **
C       0,05      0,25       0,5
        SR 48968 (nmol/pata)
D
56
Figura 18 - Efeito do SR 142801 ou CGRP 8 -37  co- in jetados int raplantarmente em
associação com glutamato sobre a nocicepção (A e C) e o edema (B e D)
induzidos pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0 mmol /pata)  em camundongos.  O
tempo total  despendido lambendo a pata traseira foi  medido durante 15 min após
a injeção intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de
6-10 animais.  Os aster iscos denotam o nível  de signi f icância em comparação aos
grupos controle, **P<0,01.
A in jeção local  do antagonista selet ivo de receptores B1,  des-Arg 9 - [Leu8] -
BK (0,4-0,8 nmol/pata),  mas não do antagonista selet ivo de receptores B2, HOE
140 (1,0-4,0 nmol/pata),  quando co-administrado com glutamato (30,0 mmol/pata),
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inibiu s igni f icat ivamente a nocicepção ( in ib ição máxima de 53 ± 6%),  sem
contudo interfer i r  com o edema de pata induzido pela in jeção i .p l .  de glutamato
(f igura 19).  O valor calculado da DI50 para o efei to ant inocicept ivo da des-Arg 9 -
[Leu8] -BK foi  0,4 (0,3-0,6) nmol/pata.
Figura 19 - Efeito da des-Arg 9- [Leu8] -BK ou HOE 140 co- in jetados em associação
com glutamato sobre a nocicepção (A e C) e o edema (B e D) induzidos pela
injeção i .pl .  de glutamato (30,0 mmol/pata) em camundongos. O tempo total
despendido lambendo a pata traseira foi  medido durante 15 min após a injeção
intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de 6-10
animais.  Os aster iscos denotam o nível  de s igni f icância em comparação aos
grupos controle, **P<0,01.
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4.3 Participação de fibras C sensíveis a capsaicina
O tratamento neonatal  dos animais com capsaic ina (50,0 mg/kg,  s.c.)  in ib iu
69 ±  9% da nocicepção e 30 ±  3% do edema de pata causados pela in jeção i .p l .
de glutamato (30,0 mmol/pata) ( f iguras 20 A e B).  O tratamento dos animais com
capsaicina também causou inibição 80 ±  5% da nocicepção e 41 ±  5% do edema
de pata induzidos pela in jeção i .p l .  de capsaicina (1,6 mg/pata). O tratamento
neonatal  com o veículo ut i l izado para dissolver a capsaic ina não causou efei to
signi f icat ivo sobre a nocicepção e edema de pata induzidos por g lutamato.
Figura 20 -  Efei to do tratamento neonatal  com capsaicina (50,0 mg/kg, s.c.)  ou
veículo (PBS, 10 ml/kg) sobre a nocicepção (A) e o edema de pata (B) induzidos
pela in jeção i .p l .  de glutamato (30,0 mmol/pata) ou capsaic ina (1,6 mg/pata).
Cada coluna representa a média ± E.P.M. de 4-8 animais. Os aster iscos denotam
o nível  de signi f icância em comparação aos grupos controle,  **P<0,01.
Te
m
po
 d
e 
re
aç
ão
 (s
)
0
50
100
Veículo
neonatal
Glutamato
(30,0 mmol/i.pl.)
Capsaicina
neonatal
**
A
+          -          +          -
-           +         -           +
Capsaicina
(1,6 mg/i.pl.)
**
E
de
m
a 
(m
g)
0
40
80
**
B
**
Glutamato
(30,0 mmol/i.pl.)
+          -          +          -
-           +         -           +
Capsaicina
(1,6 mg/i.pl.)
59
4.4  Participação da migração celular
O tratamento dos animais com fucoidina (25 mg/kg, e.v. ,  uma vez ao dia,
durante três dias) não causou al teração signi f icat iva da nocicepção ou edema de
pata induzidos por glutamato (30,0 mmol/pata) ( f igura 21 A e B).
Os resultados apresentados na f igura 22 indicam que não houve al teração
signi f icat iva da at iv idade da mieloperoxidase 15 min após o tratamento com
glutamato (30,0 mmol/ i .p l . ) ,  o aumento da sua at iv idade só aparece depois de 4 h
e perdura até 24 h.
Figura 21 - Efeito do tratamento com fucoidina (25 mg/kg, e.v.,  uma vez ao dia,
durante três dias) sobre a nocicepção (A) e o edema de pata (B) induzidos pela
injeção i .pl .  de glutamato (30,0 mmol/pata).  Cada coluna representa a média ±
E.P.M. de 6-8 animais.
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Figura 22 – At iv idade da enzima mieloperoxidase, aval iada nos tempos de 15 min,
1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h e 24 h após a injeção i.pl.  de glutamato (30,0 mmol/pata).
Cada coluna representa a média ± E.P.M. de 3 animais e os exper imentos foram
real izados em dupl icata.  Os aster iscos denotam o nível  de s igni f icância em
comparação aos grupos controle,  *P<0,05 e **P<0,01.
4.5 Ativação do fator nuclear kB
O resul tado do ensaio de deslocamento em gel  (EMSA) demonstrou que a
injeção i .pl .  de glutamato (30 mmol/pata) ou veículo (PBS), pelo menos após 15
min, não promove a indução da at ivação do NF-kB na pata de camundongos
(figura 23).
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Figura 23 -  Efei to do tratamento com glutamato (30,0 mmol/pata)  ou veículo (PBS)
sobre a indução do NF-kB na pata de camundongos. Os resul tados estão
expressos qual i tat ivamente e não quant i tat ivamente por serem or iundos de um
único exper imento com duas amostras di ferentes.  0.  sonda; 1.  pulmões de
camundongos tratados com LPS; 2. patas tratadas com PBS; 3. patas tratadas
com glutamato (30 mmol/ i .pl . ) .
4.6 Modificações histológicas
As al terações morfológicas observadas 15 min após a in jeção intraplantar
de glutamato incluem congestão vascular e edema dérmico moderado ( f igura 24
C), além de l infócitos esparsos (f igura 24 D).
  0      1      2      3                    1      2      3
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Figura 24 – Alterações morfológicas ( teciduais) induzidas pela injeção
intraplantar de veículo (PBS, A e B) ou glutamato (30,0 mmol/pata, C e D) após
15 min, na pata de camundongos. ** = epi tél io escamoso; seta f ina e comprida =
vaso sangüíneo; seta f ina e curta = f ibras do colágeno; *  = edema dérmico; seta
larga = congestão vascular ;  ponta de seta = l infóci tos esparsos.
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*
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4.7 Medida do desempenho motor
Os antagonistas utilizados nos experimentos relatados nesta tese não
alteraram significativamente a resposta motora dos animais (resultados não
apresentados).
5. DISCUSSÃO
A dor fantasma11,  tão bem descri ta no depoimento que antecipa a
introdução, não foi  abordada neste trabalho, embora os receptores NMDA estejam
int imamente envolv idos na hiperalgesia que se desenvolve no modelo de
amputação da cauda, em camundongos (Zhuo, 1998).  A ci tação tem a f inal idade
de nos lembrar do sofr imento que a dor impõe e da importância do
desenvolv imento de novos modelos de dor exper imental  com o objet ivo de
desenvolver novas estratégias terapêut icas. Como diz sabiamente Jean-Marie
Besson (França, 1997),  “os pr incipais modelos de dor exper imental  ut i l izados
certamente não fornecem uma representação compreensiva de todas as
síndromes relacionadas à dor encontradas na prát ica c l ín ica,  mas fornecem novos
dados relat ivos aos aspectos f is io lógicos,  comportamentais e farmacológicos da
dor” .  Uma das pr incipais vantagens do modelo descr i to neste t rabalho de
nocicepção e edema de pata causados pela in jeção intraplantar de glutamato e os
mecanismos per i fér icos que parecem mediar estas respostas,  é a possibi l idade
de buscar analgésicos que atuem localmente.  A administração local  de drogas
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analgésicas é uma via segura, pois evi ta efei tos s istêmicos indesejáveis.  O uso
sistêmico de antagonistas de receptores glutamatérgicos,  por exemplo,  está
associado ao prejuízo de aprendizado e memória,  à d iminuição do tônus muscular
e à sedação (Cunningham et al . ,  1993).  Esses efei tos var iados mostram que os
aminoácidos exci tatór ios estão distr ibuídos em muitas áreas do cérebro e,
portanto,  é fundamental  a descoberta de drogas que atuem em subpopulações
específ icas de receptores ou que não atravessem a barreira hemato-encefál ica.
Inúmeras evidências têm relacionado o s istema glutamatérgico,  receptores
e neurotransmissores, com a patof is io logia da dor aguda e crônica. Alguns
autores descrevem modelos de dor causada por aminoácidos exci tatór ios ou por
agonistas selet ivos de seus receptores ionotrópicos e metabotrópicos, enquanto
vár ios outros sugerem o potencial  terapêut ico de antagonistas selet ivos desses
receptores.  Modelos de hiperalgesia térmica (Jackson et  a l . ,  1995) e mecânica
(Carlton et al. ,  1995; Zhou et al. ,  1996; Coggeshall  et al. ,  1997; Lawand et al. ,
1997; Leem et al . ,  2001), alodinia mecânica (Carl ton et al . ,  1995; Zhou et al . ,
1996; Lawand et al . ,  1997) e nocicepção espontânea (Menéndez et al . ,  1997; Li  e
Clark, 2002; Scheidt et  al . ,  2002) causada por agonistas glutamatérgicos já foram
descr i tos na l i teratura.  Existem ainda as pesquisas dest inadas a caracter izar a
presença e a função de aminoácidos exci tatór ios e a var iação da expressão e o
papel  de seus receptores em modelos de dor aguda e crônica.  No modelo c lássico
da dor induzida pela formal ina,  por exemplo,  um estudo conduzido com ratos
anestesiados mostra que há um aumento importante da l iberação de glutamato
(283%, com pico entre 40-45 min após a in jeção) e aspartato (305%, com pico
                                                                                                                                                   
11 O  c o n c e i t o  d e  d o r  f a n t a s m a  é  o r i u n d o  d e  r e l a t o s  d e  p a c i e n t e s  q u e  s o f r e r a m  a m p u t a ç ã o  e
con t i nua ram a  sen t i r  do r  e  ou t ras  sensações  nos  membros  ampu tados  (MacFar l ane  e t  a l . ,
1997) .
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entre 90 min após a injeção) na pata dos animais durante as duas fases deste
modelo,  0-10 min e 10-60 min após a in jeção, consideradas dor aguda e
inf lamatór ia,  respect ivamente (Omote et  a l . ,  1998).  Por outro lado, em estudo
ut i l izando o mesmo modelo,  real izado com ratos conscientes,  fo i  observado o
aumento da l iberação de aminoácidos exci tatór ios como glutamato (92%) e
aspartato (119%), além de taur ina (84%) e gl ic ina (57%), na região lombar da
medula espinhal ,  pr incipalmente nos pr imeiros 10 min após a in jeção de formal ina
(Malmberg e Yaksh, 1995a; 1995b).  De acordo com esses resul tados, foi
demonstrado o aumento da l iberação de glutamato (43%) no corno dorsal  da
região lombar (L4) da medula espinhal somente nos pr imeiros min após a in jeção
de formal ina (até 18 min),  correspondentes à fase aguda da nocicepção. Aumento
semelhante da l iberação de glutamato (45%) no mesmo tecido ocorre cerca de 18
min após a in jeção intraplantar de zimosan (Vetter et  al . ,  2001).  Além disso, nos
primeiros 10 min após a est imulação da junção temporomandibular de ratos
anestesiados com óleo de mostarda, um modelo de inf lamação aguda, também
ocorre um aumento da l iberação de glutamato (> 35%) no núcleo tr igeminal
espinhal  (Berei ter  e Benett i ,  1996).  A est imulação elétr ica ou a apl icação de
capsaicina aumenta a l iberação de glutamato (> 100%) a part i r  do nervo ciát ico
de ratos (De Groot et  al . ,  2000).  Da mesma forma, o aumento da l iberação de
glutamato pode ser observado em fat ias isoladas da medula espinhal  obt idas de
ratos sensib i l izados a est ímulos f r ios,  antes do sacr i f íc io,  e expostas à presença
de capsaicina in  v i t ro (Okano et  a l . ,  1997).  Desse modo, parece evidente que os
aminoácidos exci tatór ios desempenham um papel fundamental  na transmissão
nociceptiva.
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Os resul tados do corrente estudo indicam que a in jeção intraplantar de
glutamato em camundongos causa comportamento caracter íst ico de nocicepção,
efei to de natureza claramente dependente da dose, que tem iníc io rápido e curta
duração (cerca de 15 min).  A nocicepção observada após a in jeção intraplantar
de glutamato foi  caracter izada pelo comportamento dos animais de manter a pata
suspensa e próxima ao corpo, associado à reação de despender tempo lambendo,
agi tando ou mordendo-a; s inais evidentes de desconforto.  Em alguns estudos que
buscam caracter izar a relação entre o s istema glutamatérgico e a t ransmissão
nocicept iva,  o g lutamato ou agonistas selet ivos de receptores ionotrópicos ou
metabotrópicos são administrados através da via intraplantar,  mas, de maneira
geral ,  o efei to é observado como hiperalgesia ou alodinia,  e não dor espontânea.
Em 1995, Carl ton e colaboradores administraram doses crescentes de glutamato
na pata de ratos e mostraram que esse neurotransmissor,  quando apl icado
exogenamente,  causa alodinia e hiperalgesia mecânica. Porém, os autores
ver i f icaram que, com as doses ut i l izadas naquele estudo (0,01 a 1,0 mM), o
glutamato não causou comportamento nocicept ivo espontâneo, como é observado
após a injeção de capsaicina ou formal ina. No ano seguinte (1996),  Zhou e
colaboradores demonstraram que a in jeção intraplantar de NMDA, AMPA e KA
também é capaz de induzir  alodinia e hiperalgesia mecânica em ratos, com doses
que var iaram de 0,001 a 10 mM, efei to bloqueado com o uso de antagonistas
selet ivos de cada receptor.  De acordo com o descr i to por Car l ton e colaboradores
(1995),  Zhou e colaboradores (1996) não mencionam qualquer al teração
comportamental  causada pelas in jeções dos agonistas,  mas em ambos os estudos
(supraci tados) os animais foram anestesiados com halotano para a real ização dos
tratamentos e só f icaram totalmente despertos após 5 min,  portanto é possível
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que a observação da nocicepção espontânea tenha f icado comprometida. Até
mesmo o comportamento nocicept ivo resul tante da in jeção intraplantar de
formal ina (considerado “exagerado” pelos autores) é sut i l  em ratos e exige um
observador atento (Carl ton et al . ,  1995; Zhou et al . ,  1996). Jackson e
colaboradores (1995) ver i f icaram que a administração intraplantar de glutamato
também causa hiperalgesia térmica, efei to que é reduzido pelo tratamento com
antagonistas selet ivos de receptores ionotrópicos.  Após administrar
concentrações elevadas (0,03 a 100 mmol,  em 50 m l )  de glutamato na pata de
ratos com o objet ivo de caracter izar a interação entre receptores de adenosina e
glutamatérgicos,  L iu e colaboradores (2002) observaram que os aminoácidos
exci tatór ios e outros agentes pró-nocicept ivos ( formal ina,  por exemplo) são
capazes de induzir  a l iberação per i fér ica de adenosina que, segundo os autores,
atuando em receptores A2A,  exerceria um feedback  negativo sobre a transmissão
de estímulos nocicept ivos por f ibras sensoriais aferentes sensíveis à capsaicina.
Curiosamente, os ratos ut i l izados no estudo de Liu e colaboradores foram
anestesiados para a real ização de microdiál ise e,  portanto,  os autores não
descrevem qualquer efei to comportamental  causado pelo t ratamento intraplantar
com glutamato,  mas consideram-no um est ímulo potencialmente nocicept ivo,  uma
vez que este aminoácido exci tatór io é l iberado per i fer icamente após a in jeção de
formal ina (Omote et al . ,  1998; Liu et  al . ,  2002).  Existem di ferenças importantes
entre estes estudos, especialmente em relação à dose de glutamato ut i l izada e ao
tecido ut i l izado, o que di f icul ta a comparação.
Após a despolar ização da membrana pré-s inápt ica e a l iberação do
conteúdo vesicular  de glutamato,  há um aumento s igni f icat ivo da sua
concentração extracelular,  chegando a f icar muito próxima daquela que causa
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morte neuronal.  Por conseguinte,  para prevenir  a exci totoxic idade é importante
que a concentração extracelular  de glutamato e sua compart imental ização sejam
del icadamente controladas (Lipton e Rosenberg,  1994).  Tal  função é executada
por t ransportadores de glutamato,  presentes tanto nos neurônios quanto nos
astróci tos e células de Schwann. Esses sistemas de captação e recaptação são
úteis para manter a concentração de glutamato baixa na fenda sinápt ica e captá-
lo para a recic lagem e poster ior l iberação. Em condições normais,  o s istema
transportador de glutamato pode reduzir  sua concentração extracelu lar  para 0,6
mM, sendo que sua concentração máxima permit ida nesse compart imento sem
risco de toxicidade neuronal é de 1 a 5 mM (Albers et al . ,  1994; Hansson et al . ,
2000). Os transportadores têm alta af inidade para glutamato e aspartato e são
especí f icos para estes dois aminoácidos exci tatór ios.  Cinco desses
transportadores já foram ident i f icados em humanos e denominados EAATs
(transportadores de aminoácidos exci tatór ios) 1 a 5,  sendo que os EAATs 2 e 3
são os homólogos dos transportadores GLT-1 e EAAC1, respect ivamente,
ident i f icados in ic ialmente em ratos (Skerry e Genever,  2001).  Embora as doses
de glutamato ut i l izadas neste estudo sejam maiores do que as ut i l izadas em
alguns estudos anter iores (Carl ton et al .  1995; Jackson et al .  1995),  os
exper imentos real izados na presença de um in ib idor da captação de glutamato,  o
composto Chicago sky blue 6B (100,0 mg/kg,  i .p. ) ,  tornam evidente que grande
parte do glutamato administrada é removida, provavelmente pelas células de
Schwann e em menor escala pelo neurônio sensor ia l ,  quando esse aminoácido é
injetado na pata de camundongos. Os sistemas transportadores também estão
presentes na pele,  mais especi f icamente em querat inóci tos e f ibroblastos
dermais,  onde o glutamato part ic ipa da prol i feração e sinal ização celular (Skerry
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e Genever,  2001);  por  conseguinte,  essas célu las estar iam colaborando para a
captação de glutamato após sua in jeção na pata de camundongos. Pr incipalmente
nas menores doses, 0,01 a 0,03 mmol/pata,  a nocicepção causada pelo glutamato
é potencial izada pelo t ratamento com o in ib idor do t ransporte de aminoácidos
exci tatór ios,  mostrando que,  na sua presença,  concentrações cerca de seis vezes
menores de glutamato ser iam necessár ias para causar nocicepção espontânea.
Diversas evidências sugerem que existe uma l iberação excessiva de
aminoácidos exci tatór ios,  pr incipalmente glutamato, após lesões na medula
espinhal  ou após certos processos inf lamatór ios,  suger indo que estes
neurotransmissores desempenham um papel relevante na transmissão nocicept iva
(Westlund et al .  1992; Jackson et al .  1995; Zhou et al .  1996; McNearey et al .
2000).  Recentemente, Lawand e colaboradores (2000) demonstraram que na
inf lamação art icular no joelho de ratos,  causada por uma mistura de caol in e
carragenina, ocorre um aumento pronunciado e sustentado do nível  de glutamato,
chegando a cerca de 8 mM, imediatamente após a indução da inf lamação. Tendo
em vista que drogas anestésicas locais como a l idocaína atenuam o aumento do
nível  de glutamato no sí t io da inf lamação, os mesmos autores concluíram que,
embora se saiba que o glutamato pode ser l iberado de di ferentes células,  no seu
estudo, em part icular ,  e le pode ser or iundo pr incipalmente de neurônios
sensor ia is.  Considerando os exper imentos real izados com o in ib idor da captação
do glutamato, que diminui  cerca de seis vezes o valor da DE 5 0 para a nocicepção
induzida pelo glutamato, é razoável  predizer que as menores doses de glutamato
ut i l izadas no presente estudo podem ser at ingidas em processos traumát icos.
Infel izmente,  a maior ia dos estudos que mostra o aumento da l iberação de
aminoácidos exci tatór ios após est ímulos lesivos apresenta seus resul tados em
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porcentagem e não em concentração, o que torna di f íc i l  a comparação dos dados
aqui relatados com a concentração de glutamato at ingida nos estudos descr i tos
na l i teratura.  Em tecidos cerebrais,  sob condições normais,  a concentração de
glutamato intracelular (na real idade, intravesicular)  é de 10 mM e a concentração
extracelular é de 0,6 mM. Lesões por exci totoxic idade em neurônios hipocampais
e cort icais começam a ocorrer quando a concentração extracelular de glutamato
atinge 2 a 5 mM (Lipton e Rosenberg, 1994).  A energia ut i l izada pelos
transportadores de aminoácidos exci tatór ios (g lutamato e aspartato)  é obt ida a
part i r  de uma bomba de sódio e potássio que ut i l iza a seguinte estequiometr ia
para manter a concentração extracelular de glutamato em 0,6 mM: 1 glutamato - +
2 Na+ são captados pela célula (neurônio ou gl ia) ,  em troca de 1 K+ e  1  HCO3- ou
OH -.  Em caso de despolar ização ou condições anóxicas,  o gradiente de Na+ e  K +
pode ser reduzido e permit i r  um acúmulo de cerca de 370 mM de glutamato,
concentração potencialmente tóxica (Albers et  a l . ,  1994).  A concentração de
glutamato ut i l izada neste estudo pode ser considerada al ta,  mas a extensão da
possível  exci totoxic idade não foi  aval iada.
Diversos receptores relacionados com a t ransmissão da dor12 são at ivados
pela queda de pH, mas os canais iônicos sensíveis a ácidos (ASICs) são
diretamente at ivados por prótons e estão amplamente expressos em muitos
tecidos (Reeh e Kress, 2001).  A apl icação de soluções ácidas, portanto,  tornou-
se um modo de aval iar  a nocicepção decorrente da at ivação desses receptores.
No estudo real izado por Carpenter (2001),  a apl icação de soluções ácidas na
pata de ratos sob anestesia provocou a at ivação das f ibras aferentes nocicept ivas
do t ipo  C e  Ad  e as tornou mais sensíveis a est ímulos térmicos e mecânicos.
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Embora não se saiba a capacidade de tamponamento do tecido íntegro após a
apl icação de substâncias ácidas,  essas respostas dos nociceptores aumentaram
de acordo com a diminuição do pH (2.5 a 5.85) (Carpenter et al . ,  2001).  Grande
parte dos estudos descreve a at ivação dos nociceptores com soluções de pH em
torno de 5.2 (Baumann et al . ,  1996; Bevan, 1999; Mi l lan, 1999; Steen et al . ,
2001),  pois as descargas máximas dos nociceptores cutâneos são at ingidas com
pH 5.2 e diminuem em pHs menores.  Um possível  mecanismo para esse bloqueio
da geração de potenciais de ação em pH abaixo de 5 é pr incipalmente a in ib ição,
dependente de pH, da condutância de alguns canais at ivados por vol tagem, como
por exemplo a corrente de cálc io at ivada por al ta vol tagem e correntes de sódio
sensíveis à tetrodotoxina (Reeh e Kress,  2001).  Logo, a fa ixa adequada de pH
para at ivar as terminações nocicept ivas está em torno de 5.2 a 6.9.  O glutamato é
um aminoácido carregado negat ivamente.  Sendo assim, a solução com
concentração de 30 mmol,  apl icada na pata dos camundongos na maior ia dos
experimentos real izados neste trabalho, apresenta um pH baixo (em torno de 2).
Mesmo tendo sido preparada com tampão fosfato (PBS, composição mmol/ l :  NaCl
137, KCl 2,7 e tampão fosfato 10, pH 7.4) para que a resposta nocicept iva
comportamental  não sofresse inf luência,  não foi  possível  manter o pH no nível
f is io lógico. Buscando descartar a hipótese de que os nociceptores ser iam
at ivados pelo pH da solução de glutamato,  outro grupo de animais fo i  t ratado
intraplantarmente com uma solução ácida (pH 2.2) e,  nestas condições, não foi
observada nocicepção espontânea signi f icat iva ( f igura 4).  Resultado semelhante
foi  obt ido por Hamamoto e colaboradores (1998),  na tentat iva de estabelecer uma
relação pH versus  h iperalgesia mecânica, apl icando soluções com di ferentes pHs:
                                                                                                                                                   
12 Como  o  r ecep to r  van i l óde  do  t i po  1  (VR1 ) .
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7.4, 6.0, 5.0, 4.0 ou 3.0. A resposta veri f icada por Hamamoto e colaboradores
(1998) após a apl icação das soluções com pH 6.0 ou 5.0 não foi  di ferente da
resposta obt ida com a apl icação da solução com pH 7.4 ( f is io lógico, ut i l izado
como controle),  revelando que somente a faixa de pH entre 6.0 até 6.38 é capaz
de induzir  hiperalgesia e, neste sent ido, a faixa de pH tecidual relacionada à
nocicepção é l imitada.
Além de causar nocicepção quando in jetado pela v ia intraplantar,  o
glutamato causou edema de pata,  efei to também dependente da dose empregada
e que teve sua formação máxima aos 15 min após a injeção. A dose de glutamato
necessária para induzir  a formação máxima de edema é signi f icat ivamente menor
(cerca de 5 vezes) quando comparada àquela necessár ia para induzir  nocicepção.
Em estudos que demonstram a nocicepção induzida por glutamato não existem
relatos de sua ação edematogênica, apesar de, em alguns casos, as doses
ut i l izadas serem semelhantes.  Quando in jetado na art iculação temporomandibular
de ratos em al ta concentração (5 mmol em 20 ml ) ,  o g lutamato não fo i  capaz de
causar expansão tecidual (medida indireta da formação de edema naquele
protocolo),  ao contrár io do óleo de mostarda, ut i l izado como controle posi t ivo
(Fiorent ino et  a l . ,  1999).  A combinação de aminoácidos exci tatór ios capaz de
induzir  nocicepção quando apl icada na art iculação do joelho de ratos da mesma
forma não provocou edema nessa região, embora as doses ut i l izadas naquele
estudo tenham sido consideravelmente menores (cerca de 10 vezes) do que as
ut i l izadas no presente estudo (Lawand et al . ,  1997).  Por outro lado, Zhou e
colaboradores (1996) e Coggeshal l  e colaboradores (1997) demonstraram que a
injeção intraplantar de glutamato causa um leve intumescimento e rubor da pata
dos ratos, respect ivamente, que desaparecem após 2 a 3 min, apesar das doses
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ut i l izadas terem sido ainda menores do que as ut i l izadas na art iculação do joelho,
por Lawand (1997).  A inf lamação, assim como a dor,  é uma reação de defesa do
hospedeiro contra i r r i tação, lesão ou infecção, e é caracter izada pelos s intomas
clássicos: rubor,  calor,  tumor,  dor e perda da função. O rubor e o calor são
resul tantes do aumento do f luxo sangüíneo, a formação de edema é resul tante do
aumento da permeabi l idade vascular e a dor ocorre pela at ivação e sensibi l ização
das f ibras nervosas aferentes pr imárias (Levine e Reichl ing, 1999).  No processo
inf lamatór io,  ocorre também a migração de células: os neutróf i los são as
principais células envolvidas na fase aguda e os monócitos/macrófagos e alguns
t ipos de l infóci tos são as pr incipais células recrutadas na fase tardia da
inf lamação (Huerre e Gounon, 1996).  O extravasamento plasmático causado pela
injeção intraplantar de glutamato f icou bastante evidente quando real izado na
presença do azul  de Evans, um indicador do aumento da permeabi l idade vascular.
Curiosamente, pelo menos até 15 min após o tratamento intraplantar com
glutamato,  o edema não parece envolver a migração de células para a área
injetada, uma vez que o t ratamento com fucoidina,  um in ib idor de select inas P e
E, não foi  capaz de al terar a formação de edema. As select inas são
pol issacarídeos necessários para a adesão das células inf lamatór ias às células
endotel ia is e,  portanto, para a sua poster ior migração para o sí t io da lesão
(Teixeira e Hel lewel l ,  1997; Sousa et al . ,  2000). Outro indício de que não há
inf luência da migração de células da fase in ic ia l  do processo inf lamatór io sobre a
nocicepção induzida pela in jeção intraplantar de glutamato, pelo menos em 15
min, fo i  o ensaio da at iv idade da enzima mieloperoxidase, que serve como
parâmetro para a aval iação indireta do recrutamento de neutróf i los (Schneider e
Issekutz,  1996).  Não foi  detectada al teração da at iv idade da mieloperoxidase 15
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min após a injeção intraplantar de glutamato. No entanto, 2 h após o tratamento
com glutamato i .p l .  ocorre um leve aumento da at iv idade da mieloperoxidase que
se torna signif icat ivo após 4 h e permanece extremamente elevado até 24 h. Tal
efe i to pode ser decorrente da migração e/ou at ivação tard ia das célu las para o
local  da lesão, o que não pode ser ver i f icado concomitantemente à resposta
nocicept iva espontânea, que tem sua resposta máxima aos 15 min. Os cortes
histológicos das patas extraídas 15 min após a in jeção de glutamato mostram que
há congestão vascular,  formação de edema discreta a moderada e escassos
l infóci tos.  É provável  que somente algumas células do processo inf lamatór io
tenham migrado 15 min após a in jeção intraplantar de glutamato e,  como mostra o
resul tado da at iv idade da mieloperoxidase,  aparentemente uma migração maciça
de células in ic ia em estágios mais tardios (4 h após a in jeção de glutamato).  A
formação de edema observada nos cortes histológicos está de acordo com o
extravasamento plasmát ico medido através da concentração do corante azul  de
Evans extraído das patas.
Considerando que todos os subt ipos de receptores glutamatérgicos,
ionotrópicos e metabotrópicos,  são expressos no sistema nervoso central  e
peri fér ico (Coggeshal l  e Carl ton, 1997; Liu et al . ,  1997; Kinkel in et al . ,  2000;
Bhave et al . ,  2001; Walker et al . ,  2001b) e que parecem estar envolvidos no
desenvolv imento e manutenção da transmissão da dor (Ferreira e Lorenzett i ,
1994; Walker et  a l . ,  2001a; 2001b),  outros grupos de exper imentos foram
real izados com o objet ivo de caracter izar esses receptores com o emprego de
antagonistas selet ivos. A administração i .p l .  de E4CPG, um antagonista selet ivo
de receptores glutamatérgicos metabotrópicos,  causou in ib ição da nocicepção
causada por glutamato,  mostrando que esses subt ipos de receptores estão
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envolv idos na resposta nocicept iva induzida pelo glutamato.  O tratamento dos
animais com MK 801, um antagonista não-compet i t ivo selet ivo para o receptor
NMDA, administrado através da via i .p l . ,  causou in ibição, dependentemente da
dose, da nocicepção induzida por glutamato. Tal  reação indica que a nocicepção
induzida por glutamato,  quando in jetado na pata t raseira de camundongos,
envolve a part ic ipação desses receptores.  Outro dado interessante do presente
estudo foi  a observação de que o t ratamento dos animais,  através da via i .p l . ,
com diversos antagonistas selet ivos de receptores ionotrópicos não-NMDA como
NBQX (receptores KA), SYM 2206 (receptores AMPA) ou ainda com felbamato, um
antagonista que atua no sít io de l igação da gl ic ina associado ao receptor NMDA
(Dickenson e Aydar,  1991),  causou in ib ição s igni f icat iva da nocicepção induzida
pela in jeção de glutamato. Tais dados sugerem que a resposta nocicept iva
induzida pelo glutamato ocorre por sua interação com receptores metabotrópicos,
bem como com os ionotrópicos,  NMDA e não-NMDA. No entanto,  dentre todos os
antagonistas glutamatérgicos ut i l izados, somente o NBQX, antagonista selet ivo
de receptores KA, fo i  capaz de reduzi r  s igni f icat ivamente o edema associado à
injeção de glutamato, indicando que existem di ferenças importantes em relação
ao receptor através do qual  o glutamato produz nocicepção e formação de edema
de pata.  O antagonismo ou bloqueio local  de receptores glutamatérgicos tem sido
efet ivo em diminuir  diversos t ipos de dor (Davidson et al . ,  1997; Taniguchi et  al . ,
1997; Pedersen et al . ,  1998; Davis e Inturr is i ,  2001; Karim et al . ,  2001a; Leem et
al . ,  2001) e o presente estudo comprova que a nocicepção causada por glutamato
envolve sí t ios de ação per i fér icos.  Um dos fatores que pode contr ibuir  para a
cooperação e part ic ipação de todos os subt ipos de receptores glutamatérgicos na
diminuição da nocicepção causada pela in jeção i .p l .  de glutamato pode advir  do
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fato de que os receptores metabotrópicos,  pr incipalmente os do grupo I ,  uma vez
at ivados, promovem a at ivação e sensibi l ização dos receptores glutamatérgicos
ionotrópicos (Neugebauer,  2002).  Em motoneurônios espinhais de rã,  a interação
entre agonistas selet ivos de receptores metabotrópicos do grupo I  promove a
at ivação da proteína Gq,  que por sua vez est imula a fosfol ipase C a cl ivar
fosfol ipídeos de membrana, gerando IP 3 e DAG. Uma vez formado, o IP 3 aumenta
a concentração de cálcio (Ca 2+ )  intracelular através da sua mobi l ização a part i r
de estoques internos não mitocondriais e do seu inf luxo do meio extracelular.
Esse aumento da concentração de Ca2+ intracelular é fundamental  para a
faci l i tação das respostas mediadas pelo receptor NMDA induzida pela at ivação de
receptores metabotrópicos do grupo I .  Outro fator importante para a at ivação dos
receptores NMDA mediada pelos receptores metabotrópicos do grupo I  parece ser
a proteína kinase C (Holohean et al . ,  1999).  Curiosamente, os receptores
metabotrópicos parecem estar envolv idos pr incipalmente na sensibi l ização dos
neurônios e na dor crônica, não na dor aguda (Dogrul et al . ,  2000). Levando-se
em consideração os efei tos indesejáveis causados pela administração de
antagonistas selet ivos de receptores NMDA, alguns autores propuseram a
combinação de antagonistas selet ivos dos di ferentes sí t ios de modulação 13 da
at iv idade desse receptor,  em doses subl imiares,  para obter efei to ant inocicept ivo
signi f icat ivo e minimizar as disfunções motoras e comportamentais que estes
antagonistas promovem (Coderre e Empel,  1994).
Evidências anter iores indicam que a v ia do óxido ní t r ico/GMPc
desempenha um papel cr í t ico nos mecanismos através dos quais o glutamato
                                                
13 Os  s í t i os  de  modu lação  no  recep to r  NMDA com ma io r  poss ib i l i dade  de  i n te rvenção
fa rmaco lóg i ca  são :  o  s í t i o  de  reconhec imen to  do  NMDA,  os  s í t i os  modu la tó r i os  da  g l i c i na  e  de
p o l i a m i n a s  e  o  c a n a l  i ô n i c o  a s s o c i a d o  a o  r e c e p t o r  N M D A .
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medeia respostas nocicept ivas quando estudados em di ferentes modelos de
nocicepção (Malmberg e Yaksh, 1993; Mel ler et al . ,  1996; Ferreira et al . ,  1999).
Os resul tados deste estudo conf i rmam e estendem essas observações,
demonstrando que a nocicepção e o edema de pata induzidos pelo glutamato,
quando in jetado na pata de camundongos, são mediados, em grande parte,  pela
l iberação de NO. Essa observação provém dos dados obt idos com o in ib idor da
óxido ní t r ico s intase, a L-NOARG que, quando administrada através das v ias i .p.
ou i .p l ,  in ib iu s igni f icat ivamente a nocicepção induzida pelo glutamato. Quando
administrada através da via i .p. ,  a L-NOARG também foi  capaz de inibir  o edema
induzido pela in jeção intraplantar de glutamato.  Além disso,  a in ib ição da
nocicepção e do edema causada pela L-NOARG ( i .p.)  fo i  marcadamente revert ida
pelo pré-tratamento dos animais com L-arginina mas não com D-arginina,
indicando uma ação estereo-selet iva.  Outra evidência suger indo o envolv imento
do NO na nocicepção induzida por glutamato é or iunda do fato de que um doador
de NO, o SNAP, potencial izou a nocicepção e o edema causados pela in jeção i .p l .
de doses subl imiares de glutamato. Finalmente,  a in jeção i .p l .  de glutamato
causou aumento,  dependente da dose, da produção de ni t r i to no exsudato da pata
dos camundongos. Resul tados semelhantes foram observados recentemente por
Lawand e colaboradores (2000),  que demonstraram que o aumento do nível  de
glutamato na art iculação da pata inf lamada causada por uma mistura de caol in e
carragenina estava associada ao aumento paralelo dos níveis de ci t ru l ina e
arginina na art iculação. Esses resul tados, em conjunto,  fornecem claras
evidências de que o NO é um dos mediadores que contr ibui  para a inf lamação
peri fér ica e a nocicepção causadas pelo glutamato.
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Estudos recentes indicam que o NO part ic ipa do desenvolv imento de
edema, promovendo a di latação de microvasos e aumento da permeabi l idade
microvascular (Davies et  al . ,  1995; Omote et  al . ,  2000; 2001).  No modelo da
carragenina, o NO part ic ipa tanto da fase inic ial  quanto tardia da resposta
edematogênica,  e acredi ta-se que seja produzido pr incipalmente pelas NOS
const i tut iva e induzida, respect ivamente, nestas duas fases (embora na fase
tardia as NOS const i tut ivas cont inuem gerando NO e part ic ipando do processo
inf lamatór io) .  A l iberação de NO e seus metaból i tos após a in jeção de
carragenina, medida através de microdiál ise na pata de ratos, é inibida pela L- NG -
monometi l  arginina (L-NMMA), um inibidor não selet ivo das isoformas de NOS, em
todas as fases do edema induzido pela carragenina (0 até 8 h) (Salvemini  et  al . ,
1996; Omote et al . ,  2001).  Além disso, com a neurotomia do nervo ciát ico
ipsi lateral  observa-se o iníc io da l iberação pronunciada de NO somente 3 h após
a in jeção de carragenina, suger indo que, nesse caso, a indução da NOSi em
outras célu las,  como por exemplo macrófagos,  ossos,  osteoblastos e gl ia,  ser ia
responsável por esta produção tardia de NO (Omote et al . ,  2001).  A discreta
in ib ição do edema induzido pela in jeção intraplantar de glutamato pela L-NOARG
também pode ser decorrente do fato de que a dose de glutamato ut i l izada nestes
experimentos (30 mmol/pata) foi  selecionada para aval iação do efei to
ant inocicept ivo,  ou seja,  é 5 vezes maior do que a dose necessár ia para induzir  a
resposta edematogênica em camundongos.  Um estudo part icular ,  com doses
apropr iadas de glutamato,  ser ia mais adequado para def in i r  a part ic ipação de
diversos mediadores na resposta edematogênica. É interessante observar que
após o t ratamento neonatal  com capsaicina, que degenera f ibras sensor iais
aferentes,  houve s igni f icat iva diminuição da formação de edema, o que pode ser
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um indíc io da part ic ipação do NO, receptores NK1 e outros,  presentes em
neurônios aferentes neste efei to,  embora a medida dos metaból i tos do NO não
tenha sido real izada nestes experimentos. Como mostram Handy e Moore (1998),
a administração de um inibidor da NOSn, 7-ni t ro indazol (7-NI) atenua a pr imeira
fase do edema mediado por carragenina,  portanto é possível  que o NO detectado
após a injeção intraplantar de glutamato também seja proveniente da NOS
const i tut iva presente em células neuronais.  Dentre os eventos desencadeados
pela at ivação do receptor NMDA, está a at ivação das formas const i tut ivas da NOS
(Mel ler e Gebhart ,  1993).  O NO produzido se di funde do local  onde é produzido
tanto para o neurônio pré-sinápt ico quanto para células adjacentes e,  no caso dos
neurônios,  at ivando a guani lato c ic lase solúvel  e faci l i tando a l iberação de
aminoácidos exci tatóros e taquic in inas,  atuando como um mensageiro retrógrado
e perpetuando o processo (Park et al . ,  2000).
Existem evidências indicando que o glutamato e alguns neuropeptídeos,
especialmente a substância P (SP),  co-existem em f ibras sensor ia is per i fér icas de
grande e pequeno diâmetro (Biasi  e Rust ioni ,  1988; Smul l in et  al . ,  1990; Urban e
Nagy, 1997) e podem ser l iberados de f ibras aferentes pr imárias (Biasi  e
Rust ioni,  1988; Teoh et al . ,  1996).  Ademais, Carl ton e colaboradores (1998)
observaram que a SP, in jetada per i fer icamente, potencial iza a nocicepção
induzida pelo glutamato.  Outras evidências igualmente sugerem que o glutamato
e a SP podem atuar sinergist icamente na transmissão da dor (Rusin et al . ,  1993;
Teoh et al . ,  1996).  Os resul tados do presente trabalho demonstram que as
neurocininas,  atuando em receptores NK2, e em menor extensão em receptores
NK1, estão envolv idas na nocicepção mediada pelo glutamato, enquanto somente
o subt ipo de receptores NK2 parece estar envolv ido na formação de edema
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induzida pelo glutamato. Ao contrár io,  o SR 142801, um antagonista selet ivo de
receptores NK3, falhou em interfer i r  tanto na nocicepção quanto na formação do
edema induzidos pelo g lutamato,  suger indo que estas respostas não envolvem a
at ivação do receptor NK3. O RNAm do receptor NK3 é indetectável  em neurônios
sensor iais aferentes pr imários,  mesmo após a in jeção intraplantar de formal ina,
mostrando que o papel desses receptores na nocicepção pode ser muito di ferente
dos outros receptores para taquicininas (McCarson, 1999).  Tais descobertas
sugerem que existem algumas di ferenças importantes nas ações das neurocininas
l iberadas de f ibras sensor ia is sensíveis à capsaic ina,  após in jeção i .p l .  de
glutamato em camundongos, quando comparado a outros modelos de nocicepção
e inf lamação. Estudos prévios mostram que os receptores NK1, NK2 e NK3 estão
envolv idos em dois modelos de nocicepção mediados em parte pela l iberação de
glutamato, formal ina e capsaicina (Santos e Cal ixto,  1997).  No estudo real izado
por Santos e Cal ixto (1997),  os antagonistas NK1 foram efet ivos em inibir
pr incipalmente a pr imeira fase da nocicepção induzida pela formal ina, período no
qual ocorre a maior l iberação per i fér ica de aminoácidos exci tatór ios (Omote et
al . ,  1998).  A nocicepção causada por doses subl imiares de formal ina foi
potencial izada pela co-administração de SP e glutamato em ratos,  efei to revert ido
pelo pré-tratamento dos animais com inibidores da síntese de NO, da produção
de metaból i tos do ácido araquidônico e da proteína quinase C. O efei to
ant inocicept ivo dos t rês in ib idores fo i  observado na fase tardia do modelo,
suger indo que estes segundos mensageiros estão cr i t icamente envolv idos na
transmissão nocicept iva tardia causada pela formal ina (Coderre e Yashpal,  1994).
Em 1988, Biasi  e Rust ioni  demonstraram que a SP e o glutamato coexistem
em terminais aferentes per i fér icos ( f ibras C e Ad)  e nas lâminas superf ic ia is  da
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medula espinhal  e suger i ram que esses dois neuromediadores poder iam ser co-
l iberados dos mesmos terminais.  Essa hipótese fo i  conf i rmada poster iormente por
estudos que demonstraram a l iberação de SP, NKA e aminoácidos exci tatór ios de
f ibras aferentes não miel in izadas após est imulação nocicept iva e que estes
mediadores podem, além de exci tar membranas pós-sinápt icas, modular a função
pré-sinápt ica (Juránek e Lembeck, 1997; Liu et  al . ,  1997; Urban e Nagy, 1997).  O
tratamento com antagonistas de receptores NK1 também causa diminuição da
resposta nocicept iva provocada pela in jeção de NMDA, apresentando mais uma
evidência de que os aminoácidos exci tatór ios interagem com as taquic ininas para
causar nocicepção (Liu et al . ,  1997).
Os resul tados deste t rabalho sugerem que o neuropeptídeo CGRP, que co-
existe com a SP em terminais sensor ia is e part ic ipa de maneira importante da
resposta inf lamatór ia,  inclu indo a formação de edema, extravasamento de
proteínas plasmáticas e vasodi latação (Brain et al . ,  1985; Brain e Wil l iams,
1989),  parece não exercer papel relevante na nocicepção e no edema de pata
mediados pelo glutamato.  Esta conclusão está baseada nos resul tados indicando
que o antagonista selet ivo de receptores de CGRP, o fragmento CGRP 8 -37 ,
administrado em uma dose que in ibe o edema de pata induzido pelo agonista B1,
des-Arg 9-BK (Ferreira et al . ,  2000), falhou em interfer ir  nas respostas mediadas
por glutamato.
O antagonista selet ivo de receptores B1 para as cininas, a des-Arg 9[Leu8] -
BK, causou inibição dependente da dose, da nocicepção causada por glutamato
quando co- in jetado com este na pata de camundongos,  indicando que o receptor
B1 part ic ipa da nocicepção induzida por glutamato.  Ao contrár io,  os receptores B2
para as c in inas parece não estar envolv ido na nocicepção e no edema de pata
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induzidos por g lutamato,  uma vez que o antagonista selet ivo destes receptores,  o
HOE 140, em dose que inibe a nocicepção espontânea induzida pela bradicinina
(dados não publ icados),  não foi  capaz de interfer i r  com as respostas nocicept iva
e edematogênica induzidas pelo glutamato. Os resul tados do presente estudo
demonstram, pela pr imeira vez,  que pelo menos em camundongos o receptor  B1
para as cininas tem uma importante contr ibuição na nocicepção mediada pelo
glutamato.  Posto que ambos os t ipos de receptores glutamatérgicos,  ionotrópicos
e metabotrópicos,  foram encontrados em determinados processos inf lamatór ios e
durante a hiperalgesia persistente (Carl ton e Coggeshal l ,  1999; Coggeshal l  e
Carl ton, 1999; Stanfa e Dickenson, 1999; DeGroot et al . ,  2000; Mi l ls e
Hulsebosch, 2002),  é possível  postular  que antagonistas selet ivos dos receptores
B1 podem ter valor terapêut ico no controle das desordens nocicept ivas e
inf lamatór ias envolvendo o glutamato.  A bradic in ina e outros mediadores induzem
um aumento da l iberação de glutamato a part i r  de neurônios do gângl io da raiz
dorsal  e células de Schwann de ratos in  v i t ro e, portanto, podem modular a ação
de mediadores pró-nocicept ivos (Parpura et al . ,  1995; Rydh-Rinder et al . ,  2001).
Camundongos, espécie na qual  os receptores B1 são expressos const i tut ivamente
e perdem a capacidade de expressá- los através de manipulação genét ica
(nocaute para o  receptor  B1 ) ,  são hipoalgésicos na pr imeira fase do teste da
formal ina e no teste da capsaic ina, reforçando a hipótese de que este receptor
part ic ipa da nocicepção neurogênica (Pesquero et  al . ,  2000).
Para aval iar  o papel  desempenhado pela l iberação de neuropeptídeos das
f ibras sensor iais na nocicepção e no edema de pata induzidos por glutamato, um
grupo de camundongos foi  t ratado durante o período neonatal  com capsaic ina,
com uma dose da neurotoxina que depleta i r reversivelmente f ibras aferentes
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primárias não miel in izadas (Holzer,  1991).  O tratamento neonatal  com capsaicina
inibiu s igni f icat ivamente tanto a nocicepção como o edema de pata induzidos pelo
glutamato.  Este resul tado reforça o concei to que os neuropeptídeos l iberados de
f ibras aferentes sensoriais sensíveis à capsaicina, pr incipalmente as do t ipo C,
desempenham papel  cr í t ico na nocicepção e no edema resul tantes da in jeção i .p l .
de g lutamato em camundongos.  De acordo com esses dados,  fo i  re latado que o
tratamento neonatal  de ratos com capsaicina bloqueia 50% da resposta
nocicept iva induzida pela injeção i . t .  de NMDA (Lovinger e Weight,  1988).  Dentre
os neurotransmissores depletados após o t ratamento neonatal  com capsaic ina,  os
principais envolvidos com a transmissão da dor são: SP, NKA e CGRP (Holzer,
1991).  A diminuição da síntese de mediadores induzida pelo t ratamento com
doses al tas de capsaic ina (³  que 50 mg/kg) var ia conforme o tecido e a espécie,
mas normalmente é i rreversível .
O fator nuclear kB (NFkB) é um fator de t ranscr ição que normalmente está
seqüestrado no ci toplasma pela sua proteína in ib i tór ia,  o IkB. Sinais que at ivam o
NFkB causam a degradação do IkB, permit indo que o NFkB seja t ransportado até
o núcleo da célula,  l igue a regiões específ icas do DNA e at ive a expressão de
alguns genes. Já foi  demonstrado que o tratamento de neurônios com glutamato
ou cainato e a at ivação de receptores glutamatérgicos ionotrópicos resul ta na
migração do NFkB para o núcleo e conseqüente aumento da expressão de
algumas proteínas como: superóxido dismutase de manganês, calbindina, fatore
de crescimento der ivado do cérebro (BDNF),  proteínas da famíl ia Bcl-2,  fator de
necrose tumoral a (TNF- a ) ,  proteínas inibidoras de apoptose, NOSi e outras
(Madrigal et al . ,  2001; Wellmann et al . ,  2001; Wood, 2001; Hardingham e Bading,
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2003).  A in jeção i .p l .  de glutamato, pelo menos no período anal isado, parece não
induzir  a expressão rápida de genes regulados pelo NFkB, o que fo i  demonstrado
pela impossibi l idade de ident i f icá- lo no núcleo das células isoladas da pata de
camundongos 15 min após a injeção de glutamato.
De acordo com dados descr i tos na l i teratura,  a hipótese de uma interação
entre c ininas, taquic ininas e aminoácidos exci tatór ios poder ia ser responsável ,
em parte,  pela nocicepção observada neste modelo ( f igura 25).  Os receptores de
taquicininas (NK1 e NK2), cininas (B 1)  e g lutamatérgicos metabotrópicos do grupo
I,  posit ivamente acoplados à proteína G, at ivam a fosfol ipase C que gera IP 3 e
DAG. O DAG, por sua vez, at iva a proteína quinase C (PKC), que é translocada
do ci toplasma até a membrana plasmática e fosfor i la proteínas presentes tanto no
ci toplasma quanto na membrana. Uma das proteínas fosfor i ladas pela PKC é o
receptor NMDA, cuja fosfor i lação al tera a cinét ica da l igação do magnésio (Mg 2+ ),
l iberado do seu sí t io com potencial  de membrana próximo ao repouso, o que não
ocorre em condições normais.  O aumento do inf luxo de Ca 2+ através do receptor
NMDA faci l i ta a at ivação poster ior da PKC. A elevação da concentração de Ca 2+
intracelular est imula a NOS a produzir  NO, que se se di funde para neurônios
adjacentes e para o própr io neurônio pré-s inápt ico,  induzindo a produção de
mediadores pró-nocicept ivos.  Outro mecanismo responsável  pelo aumento das
respostas do receptor NMDA após a at ivação dos receptores metabotrópicos é a
at ivação da adeni lato c ic lase e de outras quinases dependentes da produção de
AMPc. Através dos mesmos sinais de t ransdução, os receptores metabotrópicos
do grupo I  induzem, indiretamente,  a fosfor i lação dos receptores NMDA, AMPA e
KA, através da PKC, PKA e ERK/MAP quinases. Por outro lado, a at ivação de
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receptores glutamatérgicos metabotrópicos dos grupos I I  e I I I ,  acoplados à
proteína G i,  e em alguns casos do grupo I ,  in ibe a at iv idade do receptor NMDA.
Anal isados em conjunto,  os resul tados do presente estudo fornecem
evidências consistentes indicando que a in jeção intraplantar  de glutamato em
camundongos resul ta em nocicepção s igni f icat iva,  com rápido iníc io e curta
duração, associada à formação de edema de pata.  Ambos os efei tos foram
claramente proporcionais à dose de glutamato empregada. A resposta nocicept iva
induzida pelo glutamato parece envolver sí t ios de ação per i fér icos,  sendo
mediada pr incipalmente por receptores NMDA, não NMDA, pelo sí t io modulatór io
da gl ic ina e pela l iberação de NO. A at ivação do receptor B1 (mas não do receptor
B2)  para as c in inas e a l iberação de neurocininas e conseqüente at ivação dos
receptores NK2, e em menor extensão os receptores NK1, também contr ibuem de
maneira importante na gênese da resposta nocicept iva mediada por glutamato.  Já
o edema de pata associado à resposta nocicept iva causada pelo glutamato
parece ser mediado pr incipalmente pela at ivação de receptores glutamatérgicos
não-NMDA, receptores NK2 e pela l iberação de NO. As f ibras sensíveis à
capsaicina parecem part ic ipar de maneira importante de ambas as respostas
induzidas pelo glutamato,  exercendo um papel  mais pronunciado no controle da
resposta nocicept iva do que na formação de edema.
A part ic ipação do sistema glutamatérgico na transmissão nocicept iva
per i fér ica está bem caracter izada. Todos os subt ipos de receptores ( ionotrópicos
e metabotrópicos) já foram ident i f icados em terminais sensor iais e a part ic ipação
dos aminoácidos exci tatór ios mais abundantes,  g lutamato e aspartato,  na gênese
de diversos t ipos de dor,  já fo i  determinada. A al ternat iva de t ratar  d iversos t ipos
de dor localmente pode el iminar uma sér ie de fe i tos indesejáveis causados pelos
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antagonistas glutamatérgicos administrados sistemicamente.  A associação de
doses subl imiares de antagonistas glutamatérgicos ou o desenvolv imento de
antagonistas que não atravessam a barreira hemato-encefál ica são opções
viáveis para a terapia per i fér ica da dor,  d issociando-a dos efei tos adversos
causados pela diminuição da transmissão glutamatérgica central .  A possibi l idade
de fornecer uma ferramenta simples e rápida para o estudo e o desenvolvimento
de terapias adequadas para as condições patológicas em que os aminoácidos
exci tatór ios estão envolv idos é que torna este estudo importante do ponto de
vista terapêut ico.
6. CONCLUSÕES GERAIS
Os resul tados do presente estudo indicam que:
1) a in jeção intraplantar de glutamato em camundongos resul ta em nocicepção
signi f icat iva,  com rápido iníc io e curta duração, associada à formação de
edema de pata.  Ambos os efei tos foram claramente proporcionais à dose de
glutamato empregada.
2) a resposta nocicept iva induzida pelo glutamato parece envolver sí t ios de ação
per i fér icos,  sendo mediada pr incipalmente por receptores NMDA, não NMDA,
pelo sí t io modulatór io da gl ic ina e pela l iberação de NO.
3) a a t ivação do receptor  B1 (mas não do receptor  B2 )  para as cininas e a
l iberação de neurocin inas e conseqüente at ivação dos receptores NK2, e em
menor extensão os receptores NK1, também contr ibuem de maneira
importante na gênese da resposta nocicept iva mediada por glutamato.
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4) o edema de pata associado à resposta nocicept iva causada pelo glutamato
parece ser mediado pr incipalmente pela at ivação de receptores
glutamatérgicos não-NMDA, receptores NK2 e pela l iberação de NO.
5) As f ibras sensíveis à capsaic ina parecem part ic ipar de maneira importante de
ambas as respostas induzidas pelo glutamato, exercendo um papel mais
pronunciado no controle da resposta nocicept iva do que na formação de
edema.
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SUMMARY
This study character izes the receptor subtypes and invest igates some of
the mechanisms by which glutamate, in jected intraplantar ly ( i .p l . )  into the mouse
paw, produces nocicept ion and paw oedema. I .p l .  in ject ion of  g lutamate induced a
rapid onset,  dose-related pain response, apparent ly pH independent,  associated
with oedema format ion,  associated wi th p lasma-protein extravasat ion.  Pre-
treatment wi th Chicago sky blue 6B, an inhibi tor  of  g lutamate uptake, caused a
signif icant (about six fold) reduction of the mean ED50 value for glutamate-
induced nocicept ion, but not paw oedema. NMDA receptor antagonist MK 801,
given by i .p l .  route,  produced graded inhibi t ion of  g lutamate- induced nocicept ion.
Kainate and AMPA receptor antagonists,  NBQX and SYM 6602, metabotropic
antagonist E4CPG, and also the antagonist that acts at the NMDA receptor-
associated glycine binding si te fe lbamate, i .p l . ,  s igni f icant ly inhibi ted the
nocicept ion induced by the i .pl .  glutamate inject ion. The tachykinin NK2 (SR
48968), and to a lesser extent the NK1 (FK 888), select ive receptor antagonists
( i .p l . )  caused a signi f icant reduct ion in glutamate- induced nocicept ion. In
contrast,  the select ive NK3 (SR 142801) or the calc i tonin gene-related pept ide
(CGRP 8 -37 )  select ive receptor antagonists fai led to s igni f icant ly af fect  glutamate-
induced nocicept ion or oedema format ion. SR 48968, but not FK 888, s igni f icant ly
inhibi ted glutamate- induced paw oedema format ion. The select ive B1 recep to r
antagonists des-Arg 9 - [Leu8] -BK, but not the B2 receptor antagonist  HOE 140
( i .p l . ) ,  together wi th glutamate,  a lso inhib i ted nocicept ion in a graded manner
without af fect ing the glutamate- induced paw oedema. L-Nw -n i t ro-arg in ine (L-
NOARG, intraper i toneal [ i .p. ]  or i .p l . )  reduced the nocicept ion and paw oedema
caused by glutamate, an ef fect  that was reversed by L-arginine but not by D-
argin ine.  S-ni t roso-N-acety l -D,L-penic i l lamine,  i .p l . ,  great ly potent iated
glutamate- induced nocicept ion and oedema. In addi t ion,  the i .p l .  in ject ion of
glutamate also increased, in a graded manner, the ni tr i te levels in the hindpaw
exudate.  Neonatal-capsaic in t reatment inhibi ted glutamate- induced nocicept ion
and to a lesser extent glutamate-mediated oedema format ion. The nocicept ion or
oedema induced by i .p l .  in ject ion of  g lutamate were not al tered by the animal
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treatment with fucoidin, a select in- inhibi tor.  In the t ime point studied (15 min),  the
i .p l .  in ject ion of  g lutamate did not  produced a increase of  myeloperoxidase
act iv i ty or act ivat ion of the nuclear factor kB. Histological analysis of the t issue
col lected from the paw treated i .p l  wi th vehic le or glutamate demonstrated that
have l i t t le inf i l t rat ion of  cel ls,  moderate oedema and vascular congest ion.
Col lect ively,  the current resul ts indicate that the nocicept ion caused by i .p l .
in ject ion of  g lutamate in mice is c lear ly mediated by ionotropic and metabotropic
glutamate receptors act ivat ion, by a mechanism which largely depends on the L-
arginine-ni t r ic  oxide pathway, capsaic in-sensi t ive f ibres and by release of
neurokinins from sensory neurones that act ivate NK2 receptors and to a lesser
extent NK1 receptors, besides kinins act ing at B1 receptors. In contrast,
g lutamate- induced paw oedema seems to be pr imar i ly  mediated v ia act ivat ion of
NK2 receptors,  KA receptors,  n i t r ic  oxide and st imulat ion of  capsaic in-sensi t ive C-
f ibres. CGRP receptors do not seem to be involved in ei ther of  the glutamate
responses.
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Somos todos malucos,
quem não quer ver malucos
deve quebrar os espelhos.
Voltaire
